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Resumo 
 
A água é a matéria-prima principal em muitos produtos de cosmética, sendo o 
gel de barbear um desses produtos. Simultaneamente, é bastante suscetível a 
crescimento microbiológico. É, por isso, importante garantir que a água utilizada está 
física, química e microbiologicamente dentro dos parâmetros considerados adequados 
pela farmacopeia americana. É também importante garantir que o equipamento 
envolvido no enchimento do gel de barbear está de acordo com os parâmetros químicos 
e microbiológicos especificados. Contudo, não é viável nem, muitas vezes, possível 
desmontar todo o equipamento envolvido no enchimento de gel (tubagens, tanques, 
bombas, etc), necessitando a limpeza ser realizada em circuito fechado (CIP – Clean-
in-place). Foi, por isso, objetivo deste estudo implementar um novo método de análise 
de água na empresa, filtração por membrana, validar microbiologicamente o método de 
limpeza e sanitização do equipamento de enchimento de gel de barbear assim como 
detetar oportunidades de melhoria deste processo de limpeza. A monitorização 
microbiológica do laboratório e a análise de matérias-primas, produtos ativos e produto 
acabado serão também abordados ao longo deste relatório, assim como outros projetos 
desenvolvidos ao longo do estágio. 
 Com este estudo foi possível comprovar a eficácia do meio diluente na 
neutralização das propriedades antimicrobianas presentes em produtos cosméticos de 
base aquosa e implementar o método de filtração por membrana para a presença de 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e germes totais. Procedeu-se também à 
validação microbiológica do atual procedimento de limpeza da linha de gel de barbear e 
foram sugeridas várias oportunidades de melhoria do procedimento de limpeza em 
estudo, tendo em vista a minimização do consumo de água, a diminuição de custos, 
tempos de limpeza e impacto ambiental. 
 
Palavras-chave: água, filtração por membrana, CIP, limpeza, melhoria. 
  
FCUP/ICBAS 
Implementação do método de filtração por membrana e propostas de melhoria da limpeza da linha de 
gel de barbear 
iv 
 
 
 
Abstract 
 
 Water is the main raw material in many cosmetic products, being shaving gel one 
of these products. At the same time, water is very susceptible to microbiological 
contamination. It is why it is very important assure that process water is according to 
physical, chemical and microbiological specifications defined by American 
Pharmacopoeia. It is also important guarantee that the equipment involved in shave gel 
filling is according to specified chemical and microbiological parameters. However, it is 
not possible neither practicable dismantle all equipment (pipes, vessels, pumps, and 
others) every time that is needed a cleaning procedure, being the cleaning done in closed 
circuit (CIP – clean-in-place). Due to this, it was objective of this study to implement a 
new method for water analysis in the plant, membrane filtration, validate microbiologically 
the cleaning and sanitization procedure of shave gel line as well as find improvement 
opportunities in this cleaning process. Microbiological monitoring of the laboratory and 
raw materials, active product and finished product analysis will be addressed in this 
report as well as others projects developed during the internship. 
 With this study it was possible to verify the diluent broth efficacy in neutralizing 
antimicrobial properties of aqueous cosmetic products and implement the membrane 
filtration method for presence of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and total 
germs in water. It was also done the microbiological validation of actual cleaning 
procedure of shave gel line taking into account the minimization of water use, decrease 
in costs, cleaning times and environment impact. 
 
Keywords: water, membrane filtration, CIP, cleaning, improvement. 
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Definições 
Água de limpeza – água recolhida do equipamento de processo, que deve ser 
representativa do estado geral do equipamento. 
Água de processo – água resultante do tratamento físico e/ou químico na fábrica para 
reduzir significativamente a carga microbiológica, colocando-a de acordo com as 
especificações de água utilizada na formulação de produtos cosméticos. 
Água não tratada – água proveniente da rede municipal de abastecimento de água ou 
de poços que tem de ser tratada/purificada por troca iónica, destilação, ultrafiltração e/ou 
osmose reversa ou outro processo adequado de purificação [1]. 
Água potável – água que tem de cumprir os requisitos do National Primary Drinking 
Water Regulations (NPDWR) definidos pela Environmental Protection Agency (EPA) ou 
as regulamentações de água potável da União Europeia ou Japão, ou guias da WHO. 
Pode ser proveniente de várias fontes, incluindo rede pública de abastecimento de 
águas, fonte de água privada (ex.: poço) ou uma combinação destas fontes [1]. 
Água purificada de acordo com a farmacopeia americana – água potável que após um 
processo adequado de tratamento/purificação deve cumprir os requisitos descritos na 
farmacopeia americana, relativamente à pureza química e microbiológica, e deve ser 
protegida de recontaminação e contaminação microbiana. É a água especificada que 
os produtores de produtos de cosmética devem utilizar [1]. 
Amostra – um ou mais elementos representativos selecionados de um conjunto para 
obter informação acerca desse conjunto [2]. 
Amostragem – conjunto de operações relacionadas com a recolha e preparação de 
amostras [2]. 
Ângulo morto – qualquer área no sistema de tubagens onde a água pode ficar estagnada 
e onde não é trocada durante o fluxo [3]. 
Biofilme – camadas de microrganismos colonizados que aderem a superfícies [1]. 
Carta de controlo (guia) – carta com limites de controlo superior e inferior, na qual são 
marcados os valores estatísticos de medidas para séries de amostras ou subgrupos 
para avaliação de tendências dos valores marcados [4]. 
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Carta de duplicado – carta com limite superior (critério de precisão) calculado por matriz 
na qual são marcados os valores estatísticos de medidas de amplitudes de duplicados 
[4]. 
Ciclo CIP – sequência completa de CIP [3]. 
CIP – clean-in-place - limpeza de tanques, tubagens e equipamento de processo através 
da circulação de água e soluções de limpeza sem desmantelar o equipamento e as 
tubagens [3]. 
Colony forming units – microrganismo ou conjunto de microrganismos que, quando 
crescem em meio sólido, formam uma única colónia visível [1]. 
Condutividade – medida da capacidade da água transmitir uma corrente elétrica. A 
unidade básica de medição da condutividade é o microsiemens por centímetro (µS/cm) 
[1]. 
Contaminação – ocorrência de qualquer matéria indesejável no produto como produtos 
químicos, partículas e/ou matéria microbiológica [2]. 
Controlo negativo – inoculação do meio de cultura com uma estirpe de trabalho que não 
deverá desenvolver-se ou desenvolver-se com características distintas das esperadas 
para o microrganismo alvo [4]. 
Controlo positivo – inoculação do meio de cultura com uma estirpe de trabalho que 
deverá desenvolver as características esperadas do microrganismo alvo [4]. 
Critério de aceitação – limite numérico, intervalo ou outra medida adequada para a 
aceitação do resultado de um teste [2]. 
Duplicado – duas sementeiras da mesma amostra (se amostras líquidas) ou suspensão 
de amostra (se amostras sólidas ou semissólidas) e série de diluições da amostra com 
o mesmo operador nas mesmas condições [4]. 
Ensaio em branco – execução integral do método com substituição da amostra pelo 
diluente ou água estéril [4]. 
Ensaio em paralelo – duas sementeiras da mesma amostra (se amostras líquidas) e 
série de diluições (se amostras sólidas ou semissólidas) analisada duas vezes 
consecutiva por analistas diferentes ou métodos diferentes [4]. 
Equipamento de processo – equipamento que utiliza métodos físicos ou químicos para 
aumentar o valor da matéria-prima ou produto [3]. 
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Exatidão – concordância entre o valor obtido e o valor convencionalmente aceite como 
verdadeiro [4]. 
Expedição – conjunto de operações relativas à preparação de uma ordem e a sua 
colocação num veículo de transporte [2]. 
Fábrica – local de produção de produtos cosméticos [2]. 
Filtração – meio mecânico para remover microrganismos de água [1]. 
Fora de especificação – resultado de um teste, medida ou examinação que não cumpre 
o critério de aceitação definido [2]. 
Garantia de qualidade – todas as atividades sistemáticas e planeadas necessárias para 
fornecer confiança de que o produto satisfaz um dado critério de aceitação [2]. 
Germes totais – número total de bactérias, leveduras e bolores detetadas numa 
quantidade especificada de amostra [1].  
Limpeza – todas as operações que asseguram um nível de limpeza e aparência, 
consistente com a separação e eliminação geral de sujidade visível de uma superfície 
pela combinação dos seguintes fatores, em proporções variáveis, como ação química, 
ação mecânica, temperatura e duração de aplicação [2]; consiste na remoção de 
resíduos e contaminantes até um nível controlado, resíduos e contaminantes estes que 
podem advir da contaminação cruzada de produtos anteriores, do procedimento de 
limpeza ou até microrganismos [5]. 
Lote – quantidade definida de uma matéria-prima, material de embalamento ou produto 
resultante de um processo ou série de processos que é expectável que sejam 
homogéneos [2]. 
Material de referência – estirpe de referência com uma ou mais propriedades 
certificadas por um processo tecnicamente válido [4]. 
Matéria-prima – qualquer substância que entra ou está envolvida na formulação de um 
produto ativo [2]. 
Monitorização de limpezas – avaliação rotineira realizada como controlo do processo, 
baseada nos critérios de aceitação de limpeza aprovados [6]. 
Operação de manufatura – conjunto de operações desde a pesagem de matérias-primas 
à formulação do produto ativo [2]. 
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Osmose reversa – envolve a utilização de uma bomba de elevada pressão para separar 
matéria orgânica/inorgânica e microrganismos de água pura de cada um dos lados de 
uma membrana semi-permeável [1]. 
PIG – instrumento com várias formas possíveis constituído por um plástico 
quimicamente resistente que se insere no interior da tubagem e a percorre com a 
impulsão do produto ou outro propelente como água ou ar comprimido [3]. 
Postigo – pequena janela ou abertura destinada à transferência de material do interior 
para o exterior do laboratório. 
Precisão – aproximação entre indicações ou valores medidos obtidos por medições 
repetidas no mesmo objeto ou objetos semelhantes em condições especificadas. É o 
grau de concordância entre resultados independentes obtidos em condições de 
repetibilidade [4]. 
Pré-enxaguamento – primeiro enxaguamento de uma sequência CIP que também pode 
ser denominada de enxaguamento de produto, enxaguamento inicial ou primeira 
descarga [3]. 
Produção – operações de formulação e embalamento [2]. 
Produto acabado – produto cosmético que sofreu todas as etapas de produção, 
incluindo o embalamento final para expedição [2]. 
Produto ativo – qualquer produto que já completou as etapas de fabricação mas não o 
embalamento final [2]. 
Sanitização – operação utilizada para reduzir os microrganismos indesejáveis [2]. 
Sequência CIP – etapas em que o sistema CIP decorre, isto é, enxaguamento, lavagem 
cáustica, enxaguamento [3]. 
Turbidez – opacidade na aparência de um líquido, provocada por partículas suspensas 
[3]. 
Validação de limpeza – verificação documentada de que o processo de limpeza pode 
ser realizado de forma efetiva e reprodutível, baseada no método de limpeza e critérios 
de aceitação de limpeza aprovados [6, 7]. 
Validação retrospetiva – validação de um processo para um produto comercializado, 
com base em dados acumulados de fabrico, ensaios e controlo de lotes [7]. 
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Verificação de limpeza – confirmação por avaliação dos resultados de que os 
requerimentos de limpeza especificados foram atingidos [6]. 
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 Objetivos do trabalho 
O trabalho apresentado neste relatório foi desenvolvido no âmbito do estágio 
curricular do Mestrado em Bioquímica da Faculdade de Ciências da Universidade do 
Porto (FCUP), que teve lugar no laboratório de microbiologia do departamento da 
qualidade da unidade de Enchimento (Product Supply Group) da Colep Portugal – Vale 
de Cambra. Foi orientado pela Dra. Fernanda Tavares, Operations Manager do PSG da 
Colep – VdC e pelo professor Doutor Nuno Mateus, da Faculdade de Ciências da 
Universidade do Porto. 
O estágio teve como objetivos principais a implementação de um novo método 
de análise de água, o método de filtração por membrana, assim como detetar 
oportunidades de melhoria do procedimento de limpeza da linha de gel de barbear. Para 
além da implementação do método de análise de água por filtração por membrana foi 
também objetivo validá-lo e validar o método existente, método de incorporação. As 
propostas de melhoria do procedimento de limpeza da linha de gel de barbear tiveram 
como objetivos principais a minimização do consumo de água, a diminuição de custos, 
tempos de limpeza e impacto ambiental. Foi também objetivo validar 
microbiologicamente o procedimento de limpeza existente, de forma a atestar a sua 
capacidade de sanitização e comprovar as propriedades neutralizantes dos meios 
diluentes utilizados na análise microbiológica de matérias-primas, produtos ativos e 
produtos acabados. 
O estágio teve também como objetivos a integração do estagiário em ambiente 
industrial e o conhecimento do funcionamento de um departamento de controlo da 
qualidade e requisitos inerentes a uma indústria cosmética certificada em termos de 
qualidade (ISO 9001:2008) e boas práticas de fabrico (ISO 22716:2007). Ao longo do 
estágio, o estagiário teve a seu cargo a gestão do laboratório de microbiologia do 
departamento de controlo da qualidade da unidade de Enchimento da Colep Portugal, 
S.A. O estagiário esteve também envolvido noutros projetos como o projeto “Melhoria 
das tarefas do controlo de qualidade” e a gestão de não conformidades, que permitiram 
aprofundar o seu conhecimento na área do controlo de qualidade e inspeção por 
atributos (ISO 2859-1:1999). 
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Introdução 
 Organização do relatório de estágio 
O relatório de estágio aqui apresentado está dividido em sete capítulos 
(Objetivos do trabalho, Introdução, Materiais e métodos, Resultados e discussão, 
Melhorias para o futuro, Outros projetos e Conclusões). 
No primeiro capítulo, objetivos do trabalho, são apresentados os objetivos 
principais do estágio curricular. 
Na introdução é apresentada a empresa onde foi realizado o estágio curricular e 
o processo de fabrico de um aerossol. Segue-se a apresentação do laboratório de 
microbiologia e uma abordagem mais pormenorizada às atividades desenvolvidas no 
laboratório (análise da qualidade microbiológica do ar e bancadas, análise de produtos 
e matérias-primas, análise de água e verificação de limpezas). É também abordada a 
importância da qualidade da água utilizada na formulação de produtos cosméticos e o 
método utilizado para implementar e validar a análise de água por filtração por 
membrana. É avaliada também a importância da limpeza e sanitização de equipamentos 
de processo, o sistema de limpeza implementado na linha de gel de barbear (CIP) e a 
importância da validação de métodos de limpeza. 
No capítulo de materiais e métodos é realizada uma breve descrição das 
metodologias utilizadas para a obtenção dos resultados. 
No capítulo referente aos resultados e discussão são apresentados e discutidos 
os resultados obtidos durante o estágio: monitorização da qualidade microbiológica do 
ar e bancadas; análise da neutralização das propriedades antimicrobianas de produtos; 
implementação e validação do método de análise de água por filtração por membrana; 
validação do método de análise de água por incorporação; validação microbiológica do 
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procedimento de limpeza da linha de gel de barbear; assim como estudo de propostas 
de melhoria do procedimento de limpeza da linha de gel de barbear. 
 No capítulo de melhorias para o futuro são analisados os objetivos atingidos e 
propostas ações a realizar no futuro de forma a continuar os projetos iniciados neste 
estágio. 
 No penúltimo capítulo, outros projetos, são apresentados de forma breve os 
projetos adicionais realizados durante o estágio como o projeto “Melhoria das tarefas do 
controlo da qualidade” e gestão de não conformidades. 
 Por fim, no último capítulo, conclusões, é realizada uma avaliação global do 
estágio. 
A empresa 
A Colep iniciou o seu percurso em 1965, em Vale de Cambra, com uma unidade 
de fabricação de embalagens metálicas. Dez anos depois, em 1975, iniciou o 
enchimento de aerossóis. A partir dessa altura foi sempre crescendo, e expandindo em 
vários países (Fig. 1). Atualmente presente em quase todo o mundo, a Colep é uma 
empresa pertencente ao grupo RAR, líder global de embalagens e manufatura por 
contrato de bens de consumo. Com um volume de negócios de cerca de 512 milhões 
de euros, a Colep emprega cerca de 3800 pessoas em Portugal, Brasil, Alemanha, 
México, Polónia, Espanha, Emirados Árabes Unidos e Reino Unido (Fig. 2). Como parte 
da “ACOA, the Alliance of Colep & One Asia”, a Colep oferece aos seus clientes uma 
presença global. As suas áreas de negócio são o enchimento de aerossóis, enchimento 
de líquidos, embalagens metálicas e plásticas, estrategicamente localizadas nos locais 
acima mencionados [8-10]. Apesar de ter um departamento de inovação responsável 
pelo desenvolvimento de novos produtos, a divisão de enchimento (Product Supply 
Group) e de embalagens (Packaging Division), a Colep não tem marca própria, 
trabalhando apenas por contrato para os seus clientes. 
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Figura 1 Evolução cronológica da Colep [9] 
 
 
Figura 2 Presença global da Colep [10] 
 
Processo de fabrico de um aerossol 
 O processo de fabrico de um aerossol (Fig. 3) começa pela receção das 
matérias-primas e material de embalamento. Ambos os materiais necessitam ser 
controlados, sendo as matérias-primas suscetíveis a contaminação microbiológica 
testadas para a presença de contaminação microbiana. Após a aprovação das matérias-
primas, pode começar-se a sua pré-pesagem enquanto os tanques são limpos e 
sanitizados de acordo com o procedimento em vigor. Com as matérias-primas pesadas 
e os tanques limpos e sanitizados pode dar-se início à formulação do produto ativo, não 
sem antes verificar a limpeza. Após a formulação, os produtos ativos são controlados e 
após aprovação podem seguir para as linhas de enchimento. Antes de dar início ao 
enchimento dos aerossóis é necessário garantir a limpeza e desinfeção da linha, sendo 
todo o processo de enchimento controlado, de forma a garantir que os produtos 
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produzidos estão de acordo com as especificações definidas, pois só assim podem 
seguir para o mercado. 
Figura 3 Diagrama exemplificativo do processo de fabrico de um aerossol 
 Da gama de produtos produzidos fazem parte os cuidados corporais, 
antitranspirantes e desodorizantes, géis e espumas de barbear, cuidados capilares, 
ambientadores, inseticidas, técnicos e cuidados solares. Destes, apenas os produtos de 
base aquosa são controlados microbiologicamente, como são exemplo os géis e 
espumas de barbear, os cremes corporais, as espumas de cabelo, entre outros. Estes 
produtos de base aquosa exigem a verificação microbiológica da limpeza e sanitização 
de tanques e linhas de enchimento assim como o controlo microbiológico de todas as 
etapas do processo. 
  
O laboratório de microbiologia 
O laboratório de microbiologia na Colep-VdC é parte integrante do departamento 
da qualidade do PSG, tendo como missão garantir que a água de processo e todos os 
produtos de base aquosa produzidos estão dentro de especificação em termos de 
crescimento microbiológico. As principais atividades realizadas no laboratório de 
microbiologia são a análise de água, a análise de matérias-primas, produtos ativos e 
produtos acabados, a monitorização da qualidade microbiológica do ar e bancadas das 
várias salas do laboratório, a verificação de limpezas de tanques e linhas de enchimento 
de aerossóis de cosmética de base aquosa e a gestão do laboratório (encomendas, 
stocks, registos, implementação de novos métodos a pedido de clientes, entre outros). 
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Figura 4 Planta do laboratório de microbiologia 
O laboratório (Fig. 4) é dividido em duas zonas, uma zona considerada suja e 
outra zona considerada limpa. A zona suja corresponde à sala de lavagem e é onde 
todo o material é lavado e as retenções das análises e os registos guardados. A 
comunicação entre estas duas zonas é realizada através de um postigo, que permite a 
passagem do material de uma zona para outra. A zona limpa é constituída por quatro 
salas: 
• A antecâmara, que previne a circulação direta de ar do exterior para o interior do 
laboratório e é onde o operador troca de vestuário e guarda os seus itens pessoais;  
• A sala de meios, onde são preparados os meios de cultura utilizados nas 
análises e é esterilizado e armazenado o material;  
• A sala de análises, onde são rececionadas as amostras para teste, através de 
um postigo e realizadas as análises, no interior de uma câmara-de-ar limpo com fluxo 
laminar vertical (de forma a evitar a contaminação das amostras);  
• A sala de identificação, que tem várias estufas, com diferentes temperaturas, 
que permitem a incubação das diversas análises realizadas.  
O laboratório tem um sistema de circulação fechado de ar filtrado por diversos 
tipos de filtro, nomeadamente filtros HEPA, fazendo com que o ar no laboratório seja o 
mais limpo possível, sem humidade e temperatura excessivas, assim como o número 
de partículas no ar reduzido ao máximo, para que não afete a validade das análises [11]. 
O fluxo de pessoas no interior do laboratório é unidirecional (da sala de meios para a 
sala de identificação, passando pela sala de análises), de forma a diminuir o risco de 
contaminações cruzadas, e o acesso restrito apenas ao operador do laboratório. 
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Figura 5 Fotografias de uma entrada e de uma saída de ar no laboratório de microbiologia 
 As paredes, tetos e chão do laboratório são suaves, não porosos, fáceis de 
limpar e resistentes aos detergentes e desinfetantes utilizados no laboratório; as janelas 
e portas, durante a realização das análises, encontram-se fechadas para evitar a 
formação de correntes de ar, como recomendado pela ISO 21148:2005 [11]. As juntas 
não têm ângulos retos para evitar a acumulação de partículas e facilitar a limpeza (Fig. 
6).   
Para além das exigências com as infraestruturas é necessário também cuidado 
com a higiene pessoal e equipamento/vestuário do pessoal do laboratório e produção. 
As unhas têm de estar cortadas rente e o uso de acessórios como brincos, pulseiras 
entre outros, diminuído ao máximo. É necessário utilizar sapatos de segurança, bata, 
touca e proteção de calçado de acordo com as boas práticas de fabrico implementadas 
[2]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 Fotografia da transição entre a parede e o teto do laboratório de microbiologia 
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A qualidade microbiológica do ar e bancadas do laboratório 
 O laboratório de microbiologia é um espaço isolado das restantes áreas sendo 
por isso importante monitorizar as suas condições, que devem manter-se tanto mais 
estáveis quanto possível. Deste modo, o laboratório deve estar a uma temperatura 
constante entre 19 e 21 ᵒC e a humidade relativa do ar monitorizada. As matrizes 
ambientais, como o ar e superfícies, têm um papel fundamental como reservatórios de 
microrganismos [12] sendo por isso importante monitorizar a qualidade microbiológica 
do ar e bancadas das diferentes salas do laboratório uma vez que há a possibilidade de 
lidar com microrganismos patogénicos e é essencial que o risco de infeção dos 
operadores e contaminação cruzada de amostras seja reduzido ao máximo. É também 
importante garantir que apenas os microrganismos presentes nas amostras são 
isolados e enumerados e que estes não contaminam o ambiente, sendo para isso 
necessário ter atenção à higiene pessoal e técnicas de trabalho que asseguram, tanto 
quanto possível, a exclusão de contaminação externa [11]. 
De forma a manter a qualidade microbiológica do laboratório em geral, este é 
limpo todos os dias com soluções detergentes e desinfetantes e as bancadas limpas e 
desinfetadas no início e final dos trabalhos diários e sempre que se ache adequado, 
como por exemplo, no intervalo entre análises. 
 O plano de monitorização da qualidade microbiológica do ar e bancadas do 
laboratório de microbiologia da Colep - VdC especifica a análise semanal da qualidade 
microbiológica do ar e a análise bissemanal da higiene das bancadas. Os resultados 
deverão estar sempre abaixo de 1 CFU’s/placa (Tabela 1). 
Tabela 1 Especificação para a qualidade microbiológica do ar e bancadas do laboratório de microbiologia 
CFU’s/placa Interpretação 
<1 CFU/placa Excelente 
2 a 5 CFU’s/placa Bom 
6 a 10 CFU’s/placa Superfície a limpar rapidamente 
> 10 CFU’s/placa Parar. Pesquisar a causa da contaminação 
  
Apesar de já existir um procedimento interno na empresa para a monitorização 
da qualidade microbiológica do ar e bancadas, este estava desatualizado para a 
realidade, assim como o mapa de registo, pelo que foram alterados de forma a refletir o 
trabalho real desenvolvido. Este procedimento abrange tanto o laboratório de 
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microbiologia como qualquer área que se ache adequado ou necessário monitorizar em 
termos microbiológicos. 
 
Análise de produtos e matérias-primas 
 Os produtos cosméticos de base aquosa são suscetíveis a crescimento 
microbiológico devido ao seu elevado teor em água. É, por isso, importante testar a 
existência de microrganismos que possam colocar em causa a saúde de quem utiliza o 
produto assim como potenciar a alteração das propriedades do produto, diminuindo o 
seu tempo de vida útil. Mas não é apenas o produto, quer seja na forma de produto ativo 
ou produto acabado, que é suscetível ao crescimento de microrganismos, algumas 
matérias-primas são também suscetíveis a contaminação microbiológica, para além da 
já referida água. É assim essencial testar tanto matérias-primas como produto ativo e 
produto acabado para a presença de microrganismos.  
 Para testar a presença de microrganismos nas várias etapas do processo de 
fabrico do produto final, é necessário recolher de forma assética matérias-primas e 
produtos ativos, para garantir que as amostras não são contaminadas por fontes 
externas e não são obtidos resultados falsos positivos. Segue-se a diluição/suspensão 
da amostra (independentemente de ser matéria-prima, produto ativo ou produto 
acabado) num meio de cultura líquido com agentes neutralizantes, para neutralizar as 
propriedades antimicrobianas que grande parte dos produtos apresentam. São 
realizadas depois as sementeiras para detetar crescimento de bactérias aeróbias 
mesófilas, fungos e leveduras. Os agentes neutralizantes presentes no meio diluente 
são de extrema importância uma vez que permitem que não se obtenham resultados 
falsos negativos. 
 De cada amostra a testar são feitos duplicados de forma a guardar a amostra 
analisada e uma retenção ainda por utilizar para se testar em caso de reanálise ou 
reclamação. 
 Alguns produtos de cosmética de base aquosa, devido à sua suscetibilidade a 
contaminação microbiológica ficam em quarentena no armazém, a aguardar os 
resultados da análise microbiológica. Apenas após aprovação do laboratório de 
microbiologia os produtos podem ser expedidos. 
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Qualidade da água utilizada na formulação de produtos 
cosméticos 
 A água é a principal matéria-prima em muitos produtos cosméticos e, ao mesmo 
tempo, muito suscetível a crescimento microbiológico. Estes dois fatores colocam uma 
grande responsabilidade na indústria de manufatura de cosméticos de base aquosa uma 
vez que todos os processos envolvem potencial risco de contaminação microbiológica, 
desde as matérias-primas rececionadas à formulação e enchimento. A contaminação 
do produto com microrganismos ou outras substâncias pode representar um risco para 
a estabilidade do produto final, podendo também resultar em riscos para a saúde do 
consumidor. Para assegurar a qualidade do produto final e a ausência de 
microrganismos ou pelo menos crescimento microbiológico dentro dos limites 
especificados, todo o processo tem de ser controlado. A água, assim como todas as 
matérias-primas suscetíveis a crescimento microbiológico, é analisada ao nível 
microbiológico. 
Apesar da maior parte das matérias-primas provirem de fornecedores externos, 
a água utilizada na formulação e limpeza dos equipamentos envolvidos no processo é 
purificada pela Colep de acordo com a farmacopeia americana (Tabela 2).  
De acordo com a norma de boas práticas de fabrico na indústria cosmética [2], 
a água utilizada na produção deve ser de qualidade tendo em conta os seguintes 
requisitos: 
• O sistema de tratamento de águas deve ser capaz de fornecer água com uma 
qualidade definida [2]; 
• A qualidade da água deve ser verificada através de análises ou monitorização 
de parâmetros do processo [2]; 
• O sistema de tratamento de água deve permitir a sanitização [2]; 
• O equipamento de tratamento de água deve ser desenhado de forma a evitar 
estagnação e riscos de contaminação [2]; 
• Os materiais utilizados no equipamento do sistema de tratamento de água 
devem ser selecionados para assegurar que a qualidade da água não é afetada [2]. 
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Tabela 2 Especificações de água purificada de acordo com a farmacopeia americana 
Parâmetro Especificação 
Condutividade ≤ 1,3 μS/cm @25 ᵒC 
TOC ≤ 500 ppb (0,5 mg/L) 
TVC < 100 CFU/mL 
Coliformes totais Ausência (0 CFU/100 mL) 
Pseudomonas Ausência (0 CFU/100 mL) 
 
 Para atingir os critérios definidos pela farmacopeia americana e cumprir com os 
requisitos da norma de boas práticas de fabrico na indústria cosmética, a água não 
tratada (mas adequada para consumo), proveniente de poços e da rede municipal de 
abastecimento de águas é tratada num sistema de purificação de água (Fig. 7), no 
interior da fábrica. A água tratada por este sistema sofre diversos tipos de tratamentos: 
• Filtros de carvão ativado – elimina o cloro ainda presente na água; 
• Dois conjuntos de membranas de osmose reversa – os rejeitados do primeiro 
conjunto são aproveitados para as águas dos banhos existentes em todas as linhas de 
enchimento enquanto os rejeitados do segundo conjunto voltam ao tanque de stock de 
5000 L, para reentrarem no sistema de tratamento; 
• Lâmpadas de luz ultravioleta – eliminam os microrganismos que ainda 
permanecem na água; 
• Filtros de 0,2 – 0,22 μm – removem quaisquer resíduos remanescentes de 
microrganismos assim como toxinas que possam ter sido libertadas durante o processo 
de morte desencadeado pelas lâmpadas de UV. 
Após tratamento, a água não permanece estagnada num tanque, encontra-se 
sempre a circular num anel que percorre toda a zona de formulação e lavagem de 
material, de forma a prevenir o crescimento microbiológico e formação de biofilme. Este 
anel e sistema de tratamento de água é sanitizado com soluções de hipoclorito a cada 
duas semanas. O design e monitorização do sistema de tratamento de água foram 
desenvolvidos de acordo com o recomendado pela norma ISO 22716:2007 – Cosmetics 
Good Manufacturing Pratices (GMP) [2]. 
Os parâmetros químicos, como condutividade e pH, da água circulante no anel 
são controlados diariamente enquanto a monitorização microbiológica é realizada duas 
vezes por semana, para germes totais, e uma vez por mês para pseudomonas e 
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coliformes. Os pontos de amostragem, num total de vinte, incluem zonas críticas do 
sistema, divididos em duas categorias: 
• Pontos intermédios (PA4 a PA10) – pontos de controlo no sistema de tratamento 
de água, antes e depois de cada etapa de tratamento; 
• Pontos de uso (PA1, PA11 a PA24) – pontos a partir dos quais se espera que o 
conteúdo microbiológico já esteja adequado para se poder utilizar a água, incluindo o 
tanque de stock de 30000L (PA11), após as lâmpadas UV (PA12 e PA13), após os filtros 
de 0,2 μm (PA14) e todos os pontos em que é possível retirar água do anel (PA15 a 
PA23). São controlados também os pontos de uso nos laboratórios químico (PA1) e 
microbiológico (PA24). 
A especificação de crescimento microbiológico para os pontos intermédios 
(Tabela 3) e os pontos de uso (Tabela 4) não é a mesma pois durante as fases iniciais 
do tratamento é esperado que a carga microbiológica da água seja mais elevada. A 
especificação para pseudomonas e coliformes (Tabela 5) é diferente da de germes totais 
mas igual em todos os pontos de amostragem (pontos intermédios e de uso), assim 
como as medidas a tomar caso haja crescimento fora de especificação. 
Tabela 3 Especificação de germes totais nos pontos intermédios de tratamento de água 
Resultado obtido Medidas a adotar 
0 – 99 CFU/mL  Não há mudanças nos métodos de controlo habituais. 
100 – 299 CFU/mL Nível de alerta – Investigação e confirmação de análises. 
300 – 499 CFU/mL Nível de ação – Sanitização geral ao sistema. 
≥ 500 CFU/mL 
Nível de correção – O sistema deve ser sanitizado com 
urgência. 
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Tabela 4 Especificação de germes totais nos pontos de uso de água tratada 
Resultado obtido Medidas a adotar 
0 – 9 CFU/mL  Não há mudanças nos métodos de controlo habituais. 
10 – 49 CFU/mL Nível de alerta – Investigação e confirmação de análises. 
50 – 99 CFU/mL Nível de ação – Sanitização geral ao sistema. 
≥ 100 CFU/mL 
Nível de correção – O sistema deve ser sanitizado com urgência 
e realizada análise aos produtos com possibilidade de 
contaminação. 
 
Tabela 5 Especificação de pseudomonas e coliformes em todos os pontos de amostragem (intermédios e de uso) 
Resultado obtido Medidas a adotar 
0 CFU/100 mL Não há mudanças nos métodos de controlo habituais. 
> 0 CFU/100 mL 
Nível de correção – O sistema deve ser sanitizado com urgência 
e realizada análise aos produtos com possibilidade de 
contaminação. 
 
 
Figura 7 Representação esquemática do sistema de tratamento de água existente na Colep Portugal 
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Implementação e validação do método de filtração por 
membrana 
De acordo com a norma ISO 8199:2005 – Water Quality – General guidance on 
the enumeraion of micro-organisms by culture, existem três procedimentos principais 
adequados para a inoculação de amostras em meio sólido: incorporação, espalhamento 
e filtração por membrana [13]. Cada um destes procedimentos apresenta características 
específicas que permitem alternar entre os métodos de acordo com o objetivo da análise 
e as características físicas, químicas e microbiológicas da água a analisar [13]. 
Independentemente do método escolhido, as contagens são realizadas em unidades 
formadoras de colónias (CFU), isto é, assume-se que cada colónia é originada a partir 
de um único microrganismo ou de um agregado de microrganismos [13].  
No método de espalhamento, a amostra é espalhada sobre a superfície do 
meio de cultura solidificado e as colónias desenvolvidas são contadas [13, 14]. A 
amostra deve ser diluída de forma a obter uma contagem esperada entre 10 e 200 
CFU/placa [13]. No método de incorporação, uma porção da amostra é misturada 
uniformemente com o meio de cultura ainda líquido, contando-se as colónias 
desenvolvidas após solidificação e incubação do meio [13]. A amostra deve ser diluída 
de forma a obter contagens esperadas entre 10 e 300 CFU/placa [13]. Finalmente, no 
método de filtração por membrana, a amostra é passada através de um filtro de 
membrana de poro nominal não superior a 0,45 μm, sendo o filtro colocado sobre o meio 
de cultura solidificado, incubado e contadas as colónias que se desenvolvem [13]. Deve 
ser utilizado um volume de amostra ou diluição que se espere originar entre 10 e 100 
colónias típicas, numa membrana de 50 mm de diâmetro, e menos de 200 colónias no 
geral [13]. 
Na Colep – VdC, o método utilizado para a análise de água era o da 
incorporação, utilizando 1 mL de uma amostra de 100 mL, para cada um dos três testes 
(germes totais, pseudomonas e coliformes), em duplicado. Contudo, este método 
apresenta uma baixa sensibilidade pois apenas permite analisar pequenos volumes de 
amostra assim como não é válido para a análise de pseudomonas e coliformes, cuja 
especificação define a ausência de crescimento em 100 mL de análise. A única forma 
válida de analisar a presença destas duas estirpes pelo método de incorporação seria 
incubar cem placas de Petri, com 1 mL de amostra, em simultâneo, fazendo o somatório 
dos resultados obtidos em cada uma das placas, o que é complicado em termos 
logísticos. Uma vez que o método de filtração por membrana permite a análise de 
maiores volumes de amostra, sendo mais sensível, um dos objetivos do trabalho 
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desenvolvido durante o estágio curricular apresentado neste relatório foi a 
implementação e validação do método de filtração por membrana para a análise de 
água. A implementação deste método permite analisar de forma simples a presença de 
pseudomonas e coliformes assim como, no caso dos pontos de uso, apresentar 
resultados mais fiáveis, pois como a carga microbiológica é muito reduzida, grande parte 
das vezes não era obtido crescimento microbiológico pelo método de incorporação. 
O método de filtração por membrana (Fig. 8) foi desenvolvido e validado durante 
o século XX e largamente implementado na análise de água para consumo na segunda 
metade do século XX [15, 16]. É também reconhecido como o melhor método para 
detetar baixos níveis de contaminação microbiológica em água, uma vez que permite 
analisar maiores volumes de amostra. Atualmente existem normas que definem o 
processo de validação [17] e comparação de métodos [18, 19] tendo estas sido 
utilizadas como base para a implementação do método de filtração por membrana. 
Para além da implementação do método, foi também objetivo validá-lo, 
construindo cartas guias e de precisão para todas as estirpes analisadas (germes totais, 
pseudomonas e coliformes) assim como dotar o laboratório de algumas técnicas e 
procedimentos associados a uma futura acreditação, nomeadamente o controlo de 
qualidade interno. Para isso, a validação foi desenvolvida de acordo com o guia para 
controlo de qualidade em microbiologia, do Instituto Português de Acreditação (IPAC) 
[4]. Para cada combinação de estirpe e método foram construídas uma carta de controlo 
(guia) e uma carta de duplicados: germes totais analisados por incorporação; germes 
totais analisados por filtração por membrana; pseudomonas analisados por filtração por 
membrana; coliformes analisados por filtração por membrana.  
Figura 8 Rampa de filtração. 
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Material de referência 
Um material de referência, em microbiologia, consiste numa estirpe de referência 
com uma ou mais propriedades certificadas por um processo tecnicamente válido [4]. 
Os materiais de referência são aconselhados para controlo de qualidade de laboratórios 
de microbiologia [20, 21], validação e comparação de métodos [20] entre outras 
aplicações. Apresentam várias vantagens: 
• Simples - a preparação do material é extremamente simples, dada a sua 
apresentação em forma de pastilha sendo fornecido em pequenos recipientes plásticos 
estéreis, como por exemplo eppendorfs, fáceis de utilizar, para evitar múltiplas 
manipulações [21];  
• Rápido - apresenta um tempo de preparação de 10 minutos [21], tempo que a 
pastilha demora a dissolver-se no meio diluente;  
• Fácil armazenamento – pode conservar-se num congelador convencional [21];  
• Seguro – não existe risco de contaminação, uma vez que a manipulação é 
reduzida ao mínimo [21];  
• Rastreável – as estirpes utilizadas são rastreadas a diferentes coleções de 
culturas tipo (por exemplo ATCC, NCTC, entre outras) e são originadas de uma 
subcultura da estirpe de referência liofilizada [21];  
• Concentração conhecida – a concentração de cada lote de material de referência 
encontra-se certificada [21], permitindo estudar a exatidão dos métodos de análise;  
• Flexíveis – existem vários formatos para diversos organismos e várias gamas de 
concentrações de microrganismos [21]. Há ainda fornecedores que desenvolvem 
material de referência específico para cada utilizador [21];  
• Consistentes – apresentam um elevado nível de qualidade assegurada, precisão 
e rastreabilidade, permitindo a obtenção de resultados fiáveis e reprodutíveis [20]. 
Dadas todas as vantagens e aplicações dos materiais de referência (Fig. 9), 
adiante designados por pastilhas e lentículas, foram utilizados MR para a 
implementação e validação do método de filtração por membrana, também porque com 
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amostras naturais não era possível recuperar pseudomonas e coliformes, devido à 
ausência de contaminação por estes microrganismos. 
 
Limpeza e sanitização do equipamento de processo 
Para além da análise de matérias-primas suscetíveis a crescimento 
microbiológico, produtos ativos e produtos acabados já mencionada, a ISO 22716:2007 
estabelece também que é importante garantir a limpeza e sanitização do equipamento 
envolvido no processo [2]. Uma limpeza ineficiente pode adulterar o produto, quer seja 
por contaminação com o produto anterior, contaminação microbiológica ou outras 
partículas [22, 23]. É assim importante considerar a operação de limpeza como uma 
parte integrante do processo de produção [24]. A sanitização do equipamento de 
processo após ou durante o processo de limpeza deve consistir principalmente numa 
medida preventiva [25]. 
De forma a assegurar que o equipamento se encontra no estado adequado para 
iniciar o processo, antes da produção e após a operação de limpeza e sanitização, os 
equipamentos de processo são testados para a presença de contaminação orgânica, 
incluindo microrganismos, através da análise da superfície (paredes de tanques de 
formulação/stock e bicos de enchimento) por zaragatoas tradicionais ou teste de ATP, 
inspeção visual e análise microbiológica da água de limpeza. 
Cada equipamento tem o seu procedimento específico de limpeza e sanitização, 
focando-se esta secção do trabalho no processo de limpeza do equipamento envolvido 
no enchimento de gel de barbear e creme corporal. O objetivo da limpeza e sanitização 
é a remoção de resíduos e filmes que poderiam contaminar o produto seguinte e nos 
quais as bactérias poderiam crescer assim como eliminar bactérias que estejam 
presentes [26]. 
Figura 9 Eppendorf com material de referência. 
FCUP/ICBAS 
Implementação do método de filtração por membrana e propostas de melhoria da limpeza da linha de 
gel de barbear 
18 
 
 
 
A Colep tem uma linha de enchimento dedicada ao enchimento de gel de barbear 
e creme corporal, linha esta que é limpa através de um sistema CIP (clean-in-place). 
Este sistema de limpeza abrange os dois tanques, tubagens e bombas ligados entre si 
e utilizados no enchimento de gel de barbear e creme corporal. 
Um ciclo de CIP é definido como um processo de limpeza do interior do 
equipamento de processo sem remover partes deste ou desmantelá-lo [3]. O sistema 
CIP atualmente implementado na Colep é semi-automático, dependendo ainda, 
parcialmente, de um operador. 
Um sistema CIP apresenta vários benefícios para o seu utilizador final, tais como: 
• Permite uma maior segurança dos operadores uma vez que não é necessário 
desmontar e limpar todo o interior do equipamento [26]; 
• Permite a limpeza de áreas de difícil acesso [26]; 
• Permite a redução do tempo de paragem entre produções [26]; 
• Pode permitir a redução dos custos de limpeza com a recirculação de soluções 
de limpeza [26]; 
• Permite a redução do consumo de água, uma vez que os ciclos de limpeza são 
desenhados para utilizar uma quantidade ótima de água [26]; 
• O sistema de limpeza pode ser completamente automatizado reduzindo a 
necessidade do operador para esta tarefa [26], que fica assim disponível para a 
realização de outras tarefas; 
• Quando automatizado, fornece uma garantia de consistência e eficiência de 
limpeza, permitindo também manter os dados dos vários ciclos de limpeza registados 
[26]; 
• Dispensa a necessidade dos operadores manipularem materiais de limpeza 
perigosos [26]; 
• Permite uma utilização mais controlada dos materiais de limpeza [26]. 
Contudo, todas estas vantagens apenas são visíveis quando o sistema CIP está 
a ser operado de forma ótima. A sua eficiência pode ser determinada por quatro fatores 
principais: 
1. Tempo de contacto – refere-se ao tempo de recirculação estabelecido. 
Determina a duração das reações química e físicas envolvidas no processo de limpeza 
que são diretamente proporcionais à eficácia da limpeza [27]; 
2. Temperatura – influencia a difusão, transferência de massa e características do 
fluido [27]; 
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3. Concentração do agente de limpeza – deve ser mantida dentro de intervalos 
definidos pois está diretamente relacionada com as taxas de limpeza [27]; 
4. Velocidade de fluxo – para se obter uma limpeza eficiente, as superfícies do 
equipamento têm de contactar com os agentes de limpeza com força mecânica 
suficiente, conseguida com fluxos turbulentos, diretamente relacionados com a 
velocidade de fluxo [27]. 
A limpeza e sanitização do equipamento envolvido no enchimento de gel de 
barbear são realizadas utilizando água quente com temperatura aproximadamente 
constante, entre 80 e 85 ᵒC, que recircula por todo o sistema tempo suficiente para 
garantir uma limpeza eficaz. A limpeza com um sistema CIP deve garantir que todo o 
circuito onde o produto anterior passou e o seguinte vai passar é limpo e sanitizado. No 
final do ciclo de limpeza o microbiologista é chamado à linha para observar e retirar 
amostras da última água de limpeza e realizar zaragatoas aos bicos de enchimento. 
Esta limpeza está dividida em quatro etapas: 
1. Remoção do produto remanescente da produção anterior; 
2. Primeiro CIP interno – realiza uma lavagem de todas as tubagens, incluindo 
bombas doseadoras e cabeças de enchimento; 
3. CIP externo – realiza uma lavagem aos dois tanques (tanque de alimentação e 
pressurizado); 
4. Segundo CIP interno – realiza uma segunda lavagem de todas as tubagens e 
são recolhidas as amostras da última água de limpeza e realizadas as zaragatoas aos 
bicos de enchimento. Para que a limpeza seja dada como terminada, o microbiologista 
tem de aprovar as amostras que recolhe, nomeadamente a água de limpeza, que deve 
estar límpida, inodora e sem partículas. 
A mudança entre ciclos é definida pelo operador, em função do aspeto visual da 
água que sai das tubagens, estando sempre sujeita à sua subjetividade e presença 
contínua junto do equipamento. Estes dois parâmetros colocam pressão ao operador 
para que realize a limpeza de forma rápida e eficiente e fazem também variar a duração 
da limpeza, que é também muito dependente do tipo de produto que foi cheio 
anteriormente. Assim, o fim de cada etapa do ciclo de limpeza é dependente da 
avaliação do aspeto visual da água, podendo ser por isso pouco objetiva. Baseia-se 
também no “testar até estar limpo”, o que não é aconselhável, pois não estão a ser 
aproveitadas ao máximo as potencialidades que um sistema CIP permite [7]. Foi por 
isso, outro dos objetivos do estágio o estudo da automatização e/ou objetividade na 
avaliação da eficiência do ciclo de limpeza e, principalmente, no seu término, para que 
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os ciclos sejam o mais semelhantes possível e o gasto de água apenas o essencial, 
pois devido à necessidade de ser operador a alternar entre etapas do ciclo, caso este 
esteja desatento pode consumir-se mais água do que o necessário. 
Ao longo do estágio foram utilizadas diversas abordagens com o objetivo de 
estudar oportunidades de melhoria da performance do sistema CIP implementado na 
linha de enchimento de gel de barbear. Neste relatório são descritas essas abordagens, 
as várias análises realizadas e as conclusões obtidas. Deste estudo surgiram várias 
sugestões de melhoria que poderão ser implementadas. 
  
Avaliação do sistema CIP da linha de enchimento de gel de 
barbear 
Um processo de limpeza deve ser o mais efetivo, seguro, ambientalmente 
equilibrado e barato quanto possível [6]. Todos estes parâmetros devem ser tidos em 
conta aquando da implementação de um sistema de limpeza CIP, assim como qualquer 
outro investimento em equipamento. É depois importante garantir que o 
equipamento/processo funciona sempre nas melhores condições possíveis de forma a 
rentabilizar o investimento efetuado. Para isso é necessário realizar avaliações 
periódicas e comparar o funcionamento e equipamento atual com as boas práticas 
recomendadas e inovações que surjam.  
De seguida é realizado um levantamento das boas práticas recomendadas para 
operar sistemas CIP na sua ótima performance, avaliando em simultâneo o sistema em 
estudo e sugerindo possíveis alterações com o objetivo de melhorar a performance do 
sistema CIP em estudo. 
As boas práticas do sistema CIP recomendam: 
1. Boa gestão e minimização da utilização de água, energia e detergentes [3]; 
2. Seleção e utilização de agentes de limpeza e desinfeção que causem o mínimo 
impacto no meio ambiente enquanto fornecem um controlo efetivo da higiene [3]; 
3. Assegurar que o sistema CIP é operado da melhor forma possível definindo 
limites através de instrumentação (condutividade, pH, turbidez, etc), em vez de tempo 
ou inspeção visual [3]; 
4. Otimização dos tipos e concentração dos agentes de limpeza [3]; 
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5. Utilizar sistemas de utilização única para equipamentos de processo pequenos 
ou raramente utilizados ou quando a solução de limpeza fica extremamente 
contaminada [3]; 
6. Diminuir ao máximo os pontos mortos do sistema, que reduzem a efetividade da 
limpeza, aumentando os tempos de limpeza à medida que o produto fica estagnado 
nestes pontos [3]; 
7. A programação dos vários ciclos de limpeza deve ter em conta a compatibilidade 
entre os produtos assim como a facilidade com que cada tipo de produto é limpo [3], isto 
é, os produtos escuros devem ser produzidos depois dos claros, uma vez que a limpeza 
de um produto claro é mais fácil. Deve também ter-se em conta os perfumes que cada 
produto utiliza, isto é, é aconselhável produzir dois produtos consecutivos que tenham 
o mesmo perfume na composição, pois não é necessário uma limpeza tão profunda 
entre produtos. 
Das boas práticas acima referidas apenas três estão atualmente implementadas 
no processo de limpeza da linha de gel de barbear, os pontos 2, 4 e 7, uma vez que não 
são utilizados agentes químicos de limpeza, toda a limpeza é conseguida recorrendo a 
apenas água, a sanitização através da temperatura da água (> 80 ᵒC) e a ordem em 
que os produtos são cheios tem em conta, sempre que possível, as compatibilidades 
entre cada produto (em termos de cor e perfume). A operação do sistema CIP, 
atualmente, é baseada na inspeção visual (nos ciclos de CIP interno) e tempo (nos ciclos 
de CIP externo), e não é recuperada nenhuma parte da água utilizada na limpeza, não 
se conseguindo assim a minimização da utilização da água. O sistema apresenta alguns 
pontos mortos mas a sua eliminação e/ou alteração seriam bastante dispendiosas. 
Como tal, o foco das melhorias sugeridas serão ao nível da instrumentação, 
nomeadamente definir parâmetros que indiquem claramente o final de cada etapa do 
ciclo de limpeza, assim como estudar formas de aproveitar a água utilizada, 
principalmente nas últimas etapas do ciclo, uma vez que já está praticamente limpa. As 
abordagens efetuadas começaram por se focar em alterações que não envolvessem 
investimento significativo. 
Um dos pontos críticos num processo de limpeza com um sistema CIP é a 
primeira etapa, a remoção do produto remanescente da produção anterior, pois uma 
remoção ineficiente do produto anterior acarretará um ciclo de limpeza muito mais 
prolongado e dispendioso. Ao conseguir-se remover de forma eficaz os restos de 
produto consegue reduzir-se a quantidade de água necessária à sua remoção durante 
o processo de limpeza assim como os resíduos e custos (água e tratamento de 
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resíduos) [3]. No caso do gel de barbear esta remoção é ainda mais importante pois 
como é um produto bastante viscoso a sua remoção torna-se bastante difícil. Existem 
várias alternativas para esta remoção de produto, abaixo apresentadas juntamente com 
a comparação da sua aplicação ou possível implementação no equipamento em estudo: 
• Minimizar a quantidade de produto remanescente na tubagem e tanques no final 
de uma produção [3] – até um determinado nível dos tanques ainda é possível continuar 
o enchimento do produto contudo a partir de determinados volumes já não é possível 
utilizar o produto que permanece nas tubagens uma vez que as bombas já não o 
conseguem bombear; 
• Não permitir que o produto permaneça muito tempo nas tubagens após o final 
da produção e iniciar logo em seguida a limpeza [3, 23] – no final de cada produção, 
mesmo que a produção seguinte seja apenas passado algumas horas ou dias, a limpeza 
é imediatamente efetuada; 
• Desenho do equipamento para permitir o escoamento por ação da gravidade [3] 
– os tanques da linha permitem este escoamento contudo, nas tubagens, como estão 
na horizontal, já não se consegue apenas por ação da gravidade escoar o restante 
produto. Para além disso, os géis de barbear apresentam uma consistência bastante 
viscosa, sendo difícil o seu escoamento total sem ação mecânica; 
• Sistema PIG para remover o produto remanescente nas tubagens [3] – seria 
possível colocar um sistema PIG nas tubagens contudo seria bastante dispendioso e 
não compensaria o investimento; 
• Pré-lavagem com pequenas quantidades de água, produzindo-se um pequeno 
volume de água contendo produto concentrado [3] – apesar da água residual ficar com 
mais produto consome-se menor quantidade de água, o que é uma vantagem. 
Atualmente esta pré-lavagem não é efetuada mas para se conseguir realizá-la apenas 
tem de se alterar o programa que controla o sistema (sugestão de melhoria nº 1); 
A minimização do consumo de água, com o objetivo de diminuir os custos, tempo 
e impacto ambiental, pode ser conseguida de diversas formas: 
• Capturar a última água de limpeza (mais limpa) e reutilizá-la numa pré-lavagem 
ou outras aplicações na fábrica [3] – atualmente esta reutilização não é realizada mas 
seria uma boa opção a armazenagem em tanque da última água de limpeza para o 
primeiro enxaguamento do ciclo de limpeza seguinte; 
• Utilizar spray balls com utilização eficiente de água [3] – cada tanque já está 
equipado com uma spray ball; 
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• Otimizar os tempos dos ciclos de limpeza, utilizando medidores de turbidez, pH 
entre outros de forma a determinar quando cada etapa foi efetiva e pode ser terminada 
em vez de operações baseadas no tempo e observação visual (uma vez que podem 
levar a enxaguamento excessivo) [3] – começou por estudar-se a possibilidade de 
estabelecer parâmetros de pH e condutividade, uma vez que a empresa tinha disponível 
medidores destas grandezas, passando-se no final para a turbidez. A implementação 
destes parâmetros pode ser realizada recolhendo amostras e analisando de seguida ou, 
preferencialmente, instalando medidores no próprio sistema, ligados ao controlador para 
que a mudança entre etapas seja automática. 
  A importância da minimização do consumo de água não se relaciona apenas 
com o seu custo ou por ser um bem essencial com tendência a escassear mas também 
com o custo do seu tratamento, aquecimento e desperdício [28]. 
  Com a melhoria do funcionamento do sistema CIP consegue-se poupar água, 
trabalho, paragens de produção, custos de tratamento de águas residuais industriais e 
reduzir o impacto ambiental [28]. 
 
Validação, verificação e monitorização de limpezas e 
sanitizações 
O principal objetivo da validação de uma limpeza é demonstrar que o processo 
de limpeza irá consistentemente limpar e sanitizar o equipamento em limites 
predeterminados e aceitáveis [22, 29], isto é, garantir a eficácia do procedimento de 
limpeza a remover resíduos de produto e controlar potenciais contaminantes 
microbiológicos [22]. Detalhando, os procedimentos de limpeza são importantes para: 
• Impedir contaminações entre produtos e microbiológicas [22]; 
• Manter o equipamento limpo e assegurar a qualidade e segurança do produto 
[22]; 
• Cumprir com os requisitos de qualidade [22]; 
• Proteger a integridade do produto [22]; 
• Permitir a reutilização do equipamento [22]. 
A verificação e monitorização de limpezas fornece a segurança necessária de 
que há um risco reduzido de contaminação do produto ou risco para o consumidor [6], 
uma vez que ao detetar potenciais riscos, permite a atuação no sentido de remover ou 
diminuir esse risco, antes do enchimento [30]. 
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Para além da inspeção visual do equipamento, que não deve aparentar resíduos 
de produto, é necessário recolher amostras e analisá-las, de forma a garantir que todo 
o equipamento está adequadamente limpo [22]. Existem vários métodos para assegurar 
que a limpeza foi efetuada de forma correta, eficiente e efetiva: 
• Inspeção visual – tanto do equipamento como da água de limpeza [23, 26, 28, 
30]. Permite a deteção de contaminação concentrada em pequenas áreas que poderiam 
não ser detetadas pela recolha de águas de limpeza; para estas águas, devem ser 
definidos padrões do que é aceitável [30]; 
• Análise da presença de produto na água de limpeza – recorrendo a métodos não 
específicos (pH, condutividade, carbono orgânico total, turbidez) ou específicos (HPLC, 
espectrometria de mobilidade iónica, entre outros) [22, 30]; se não forem detetados 
resíduos, não significa que não existem resíduos, apenas que o nível de resíduos é 
inferior à sensibilidade ou limite de deteção do método utilizado [31]; 
• Amostragem direta - análise microbiológica de superfícies – através da 
realização de zaragatoas [22, 23, 26] é possível avaliar o estado microbiológico de 
determinada superfície, no caso das linhas de enchimento, os bicos de enchimento. 
Estas zaragotas podem ser realizadas de forma tradicional (consegue-se a 
quantificação e caracterização dos microrganismos presentes) ou através da 
monitorização de ATP (presente em todas as células vivas, indica o estado de limpeza 
de forma qualitativa mas mais rápida) [32]; 
o Vantagens - dissolve e remove fisicamente a amostra, quando os 
resíduos estão secos ou são insolúveis [22, 31]; adaptável a uma grande variedade de 
superfícies [22]; permite a amostragem de uma área definida [22]; permite a avaliação 
de áreas difíceis de limpar e com acesso razoável [31]; 
o Limitações – técnica invasiva que pode introduzir fibras no equipamento 
[22, 23, 31]; os resultados podem depender da técnica [22, 23]; o material da zaragatoa 
e o seu design podem inibir a recuperação e especificidade do método [22, 23]; difícil 
avaliação de áreas grandes, complexas e de difícil acesso [22, 23]; 
• Amostragem indireta - análise química e/ou microbiológica da água de limpeza 
– recolha da última água de limpeza e análise microbiológica ou química com aprovação 
quando dentro dos parâmetros considerados para a água dos pontos de uso [22, 23, 
32] (Tabelas 3 e 5); 
o Vantagens – adaptável para monitorização em linha [22]; fácil 
amostragem [22, 23]; não invasivo [22]; permite a amostragem de grandes áreas 
superficiais, indicando o estado geral do equipamento [22-24, 31]; permite avaliar 
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equipamento inacessível ou que não pode ser desmontado facilmente, como é o caso 
do equipamento envolvido no enchimento de gel de barbear [31]; 
o Limitações – informação limitada acerca do estado de limpeza do 
equipamento [22]; os resíduos podem não estar homogeneamente distribuídos [22]; 
incapacidade para detetar a localização dos resíduos [22]; pode ser difícil definir 
precisamente e controlar as áreas amostradas [22]; os resíduos podem ser insolúveis 
ou permanecer aderidos ao equipamento [31]; 
• Análise do produto seguinte imediatamente antes do início da produção [26] – 
para garantir que o produto seguinte está conforme e não foi contaminado 
microbiologicamente ou com o produto anteriormente em linha, deve também testar-se 
e fazer-se purgas antes de iniciar o enchimento de forma efetiva. 
Os sensores de ATP (molécula de energia utilizadas por células animais, 
vegetais e microrganismos) acima mencionados, baseiam-se na reação da enzima 
luciferase que, na presença de luciferina, oxigénio e iões magnésio, catalisa a 
transformação do ATP, presente nas células recolhidas, em ADP, com libertação de luz, 
lida por um luminómetro, em unidades relativas de luz (RLU) [33]. Basta recolher a 
amostra, ativar o teste para misturar o ATP das amostras com luciferase e medir a 
quantidade de luz emitida da mistura luciferase/amostra num luminómetro, obtendo-se 
uma estimativa do nível de material biológico presente na amostra [34]. Estes sensores 
permitem assim avaliar se a limpeza de uma dada superfície foi realizada de forma 
adequada, através de uma verificação rápida e objetiva da limpeza e sanitização [34]. 
Para além dos sistemas de avaliação de superfícies, é possível através de um sistema 
de deteção de ATP semelhante a avaliação de amostras de água para a contaminação 
com material biológico [34], uma possibilidade em estudo para a melhoria do 
funcionamento do sistema CIP em estudo. Este tipo de monitorização apresenta 
bastantes benefícios: o resultado é obtido no imediato; o sistema é bastante confiável; 
permite a avaliação de riscos diretos (ATP proveniente de microrganismos) e indiretos 
(resíduos orgânicos que podem facilitar o crescimento de microrganismos); a sua 
utilização é bastante simples e fácil, não sendo necessário formação técnica; e a leitura 
de resultados é bastante simples, devido à relação proporcionalmente inversa entre RLU 
e o estado de limpeza do equipamento [34]. 
Devido às vantagens e desvantagens associadas a cada método de avaliação 
de limpeza, é ideal fazer a sua conjugação para que os resultados obtidos sejam mais 
fiáveis [25]. A utilização de sensores em linha para determinar o final da limpeza é 
também aconselhada [30]. 
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Em suma, a validação de uma limpeza ou sanitização consiste na documentação 
de evidências suficientes que provem que o procedimento implementado limpa e 
sanitiza determinado equipamento de forma efetiva, uma vez que a limpeza e 
sanitização está diretamente relacionada com segurança e qualidade do produto final 
[22, 23]. 
Um programa de validação, regra geral, consiste em obter três processos 
consecutivos com sucesso, demonstrando desta forma que o procedimento de limpeza 
implementado é eficaz na remoção de resíduos e desinfeção do equipamento [7, 22, 
23], é necessário contudo fazer um acompanhamento ao longo do tempo pois a 
variabilidade de operadores, o envelhecimento e manutenção do equipamento e 
alterações dos produtos, equipamento e processos pode reduzir a eficiência do 
processo de limpeza e sanitização [22]. 
O método ideal para validar a performance do sistema CIP em estudo ao nível 
da sanitização seria contaminar os tanques e tubagens com microrganismos e avaliar o 
seu desaparecimento [35], contudo este procedimento acarreta bastantes riscos a nível 
biológico, não tendo sido por isso realizado. 
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Materiais e métodos 
 Preparação de meios de cultura e materiais 
 À exceção do Plate count agar, que é comprado já preparado em placa de 
contacto e pronto a utilizar, todos os meios de cultura utilizados foram preparados a 
partir de meio de cultura desidratado, de acordo com as instruções do fabricante. 
Finalizada a preparação, os meios de cultura foram esterilizados na autoclave a 121 ᵒC, 
durante quinze minutos. 
 Grande parte do material utilizado para as análises era descartável, como placas 
de petri e pipetas contudo os frascos e tubos de ensaio utilizados para a preparação dos 
meios de cultura e análise de matérias-primas, produtos ativos e acabados foram 
lavados e esterilizados após cada utilização. A esterilização de material foi realizada na 
autoclave a 121 ᵒC, durante trinta minutos. 
  
Análise da qualidade microbiológica do ar 
Foi utilizada a técnica de sedimentação que consiste em manter uma placa de 
Petri, contendo meio TSA, aberta durante uma hora, incubando-a depois durante 68 ± 
2h a 32 ᵒC. 
  
Análise da qualidade microbiológica de superfícies 
Para a monitorização das bancadas do laboratório de microbiologia foram 
utilizadas placas de contacto contendo Plate count agar, um meio indicado para a 
contagem de bactérias aeróbias em superfícies contendo triptona (mistura de péptidos 
e aminoácidos livres), glucose como fonte de energia, extrato de levedura (fonte de 
aminoácidos e vitaminas do Grupo B) e agar (agente solidificante) [36]. Após 
aclimatação à temperatura ambiente, a análise foi realizada pressionando a superfície 
do agar contra uma zona aleatória da bancada durantes 10 segundos e depois 
incubadas as placas durante 68 ± 2h a 32 ou 25 ᵒC, alternadamente cada temperatura 
uma vez por semana. 
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Análise de matérias-primas, produtos ativos e produtos 
acabados 
A análise da presença de microrganismos nas várias etapas do processo pode 
ser realizada de acordo com o método de cada cliente ou de acordo com o método 
interno da Colep que, apesar de semelhantes, apresentam algumas diferenças ao nível 
dos meios de cultura utilizados e tempos de incubação. Em suma, iniciou-se por uma 
diluição da amostra de produto num meio neutralizante, dispensando de seguida um 
volume definido da diluição numa placa de petri e os meios de cultura adequados. Existe 
também a possibilidade de realizar um enriquecimento, isto é, incuba-se a amostra 
diluída, a determinada temperatura e um período de tempo definido, e no final faz-se 
um estriamento. No caso do enriquecimento o resultado não é apresentado tendo em 
conta o número de colónias desenvolvidas mas de uma forma qualitativa 
(enriquecimento positivo – verifica-se crescimento microbiológico; enriquecimento 
negativo – não se verifica crescimento microbiológico). 
 
Neutralização das propriedades antimicrobianas de produtos 
cosméticos 
 Inoculou-se 1 mL de uma suspensão bacteriana, obtida da diluição de uma 
lentícula de germes totais em MRD, em 9 mL de diluente TAT. Desta diluição inoculou-
se, em duplicado, 1 mL em TSA e incubou-se durante 5 dias a 32 ± 2 ᵒC. Em paralelo 
inoculou-se 1mL da mesma suspensão bacteriana numa diluição de 1:10 de produto 
cosmético em diluente TAT. Desta diluição incubou-se, em duplicado, 1mL em TSA e 
incubou-se durante 5 dias a 32 ± 2 ᵒC.  
 A taxa de recuperação na presença de produtos cosméticos deve ser superior a 
50%, caso contrário o procedimento deve ser alterado para melhor neutralizar as 
propriedades antimicrobianas dos produtos analisados [37]. 
 
Análise de água por incorporação 
 Para analisar amostras de água por incorporação utilizaram-se placas de Petri 
de 90 mm de diâmetro. Após agitação da amostra, pipetou-se 1 mL de amostra, em 
duplicado, e cerca de 10 mL de meio R2A (para contagem de germes totais) ainda no 
estado liquido. Após uma pequena agitação para uma distribuição homogénea da 
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amostra no meio de cultura, as placas foram mantidas na horizontal até solidificarem. 
As culturas foram mantidas numa estufa a 30 ᵒC durante três dias, no fim dos quais 
foram contadas as colónias desenvolvidas. 
  
Análise de água por filtração por membrana 
 Para analisar amostras de água por filtração por membrana utilizaram-se placas 
de Petri de 50 mm de diâmetro e filtros de membrana de poro nominal de 0,45 μm e 50 
mm de diâmetro. Para a análise de água do sistema de tratamento de água foram 
utilizados 100 mL de amostra enquanto para a análise de águas de limpeza de tanques 
e linhas de enchimento foram utilizados 10 mL de amostra diluídos em 90 mL de água 
estéril. As amostras a analisar foram colocadas num funil e passadas através do filtro 
de membrana pela ação de uma bomba de vácuo. Procedeu-se à lavagem das paredes 
dos filtros com água estéril e os filtros de membrana foram depois colocados em placas 
de Petri contendo o meio R2A (para contagem de germes totais), cetrimide (para 
contagem de Pseudomonas aeruginosa) ou membrane lauryl sulphate agar (para 
contagem de E. coli). As amostras foram mantidas a diferentes temperaturas e tempos 
de incubação: germes totais – (30,0 ± 2,0) ᵒC durante (72 ± 4) h; Pseudomonas 
aeruginosa – (32,0 ± 2,0)  ᵒC durante (48 ± 4) h; E. coli – (36,0 ± 2,0) ᵒC durante (21 ± 
3)h [38]. 
 Para a realização deste método, a técnica do operador é bastante importante 
pois é necessário impedir a contaminação das membranas na sua transferência para a 
unidade de filtração e para as placas com meio de cultura, isto é, a pinça utilizada deve 
ser esterilizada constantemente na chama de uma lamparina. Os funis devem ser 
utilizados uma única vez e esterilizados de seguida. As bases das unidades de filtração 
devem ser flamejadas entre cada amostra analisada. 
   
Zaragatoas a equipamentos envolvidos na formulação e 
enchimento  
 Para a monitorização do estado de superfícies que entram em contacto com os 
produtos cosméticas foram utilizados dois métodos: um qualitativo (baseado na deteção 
FCUP/ICBAS 
Implementação do método de filtração por membrana e propostas de melhoria da limpeza da linha de 
gel de barbear 
30 
 
 
 
de ATP) e um quantitativo (permite a quantificação e caracterização dos microrganismos 
presentes na superfície a analisar). 
 Deteção de ATP – para a deteção de ATP foram utilizados testes de ATP de 
superfície da 3M cujo procedimento de recolha se assemelha à recolha com as 
zaragatoas tradicionais. Contudo, após a recolha da amostra, o teste por reação entre 
a luciferina-luciferase permite obter a quantidade de ATP (proveniente de 
microrganismos ou resíduos orgânicos) presente na superfície amostrada. Este 
resultado é obtido em menos de um minuto, em unidades relativas de luz (RLU) e dá 
uma ideia do estado de limpeza geral do equipamento. 
 Deteção de microrganismos - passou-se a zaragatoa estéril humedecida na 
superfície a analisar (10 x 10 cm) e colocou-se a ponta numa solução de 9 mL de TLTR 
(solução de Ringer com Tween 80). Aquando da aplicação da zaragatoa, teve-se o 
cuidado de passar em três direções distintas (horizontal, vertical e diagonal). Após 
agitação no vórtex, pipetou-se 1 mL da solução para 2 placas de Petri e, por 
incorporação, adicionou-se cerca de 10 mL de TSA numa placa e SDA noutra. A placa 
contendo TSA foi incubada a 32 ᵒC e a que continha SDA a 25 ᵒC, e efetuadas leituras 
das colónias desenvolvidas ao terceiro, quinto e sétimo dias. Este método apesar de 
mais moroso, permite saber quantas unidades formadoras de colónias cada superfície 
tem e caracterizá-las. 
  
Análise de pH, condutividade e turbidez de águas de limpeza 
 As análises de pH e condutividade foram realizadas com o medidor de pH e 
condutivímetro disponíveis na empresa enquanto a análise de turbidez foi realizada no 
turbidímetro disponibilizado pelo laboratório de Química Orgânica do Departamento de 
Química e Bioquímica da Faculdade de Ciências da Universidade do Porto. 
  
Análise da viscosidade de gel de barbear 
 As análises de viscosidade do gel de barbear foram realizadas de acordo com o 
procedimento definido pela empresa, fazendo variar a temperatura de realização da 
análise. 
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Construção das cartas de duplicados/critério de precisão 
 Para a construção das cartas de amplitude de duplicados recorreu-se a material 
de referência de Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. 
Diluiu-se cada pastilha/lentícula num volume definido de Maximum Recovery Diluent 
(MRD) e analisaram-se as amostras de acordo com o procedimento normal de análise 
de águas (Análise de água por incorporação ou análise de água por filtração por 
membrana).  Foram analisadas entre 40 a 50 pastilhas/lentículas para cada estirpe, 
preferencialmente, em dias diferentes. Os resultados obtidos foram tratados da seguinte 
forma [4]: 
1. Separaram-se os resultados de 10 a n; 
2. Desprezaram-se os resultados em que o par de resultados era inferior a dez ou 
pelo menos um dos valores não era quantificável; 
3. Transformaram-se as contagens aplicando logaritmos (Log D1, Log D2); 
4. Calculou-se o módulo da amplitude dos logaritmos (Rlog) de cada par de 
duplicados |Log D1 – Log D2|; 
5. Desprezaram-se as amplitudes logarítmicas superiores a 0,5 Log; 
6. Calculou-se a média das amplitudes ( = ∑

); 
7. Calculou-se o critério de precisão (C.P. = 3,27 * ); 
8. Construi-se um gráfico e marcaram-se as amplitudes dos duplicados obtidos. 
Considera-se aceitável que 10% dos resultados excedam o critério de precisão. 
  
Construção das cartas guia 
 Para a construção das cartas guia recorreu-se a material de referência de 
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Diluiu-se cada 
pastilha/lentícula num volume definido de Maximum Recovery Diluent (MRD) e 
analisaram-se as amostras de acordo com o procedimento normal de análise de águas 
(Análise de água por incorporação ou análise de água por filtração por membrana). 
 Para a determinação dos limites de controlo efetuou-se a análise de 20 
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pastilhas/lentículas do mesmo lote preferencialmente, em dias diferentes. Os resultados 
obtidos foram tratados da seguinte forma [4]; 
1. Transformaram-se as contagens aplicando logaritmos decimais; 
2. Calculou-se a média (	 = ∑ 


); 
3. Calculou-se o desvio padrão (s = 0.8865 * ), em que  é a amplitude 
progressiva, calculada pela média das diferenças (xi – xi-1); 
4. Calcularam-se os limites de aviso (	 ± 2s) e os limites de alarme (	 ± 3s). 
Para a construção da carta utilizaram-se os valores do antilogaritmo dos valores 
da média, e dos limites de aviso e de alarme. A última transformação foi realizada 
aplicando o inverso do logaritmo decimal. 
Considera-se aceitável que 10% dos resultados excedam os limites de aviso. 
  
Ensaio de recuperação 
 Realizou-se um ensaio de recuperação para as estirpes de Pseudomonas 
aeruginosa e Escherichia coli. Para isso, inoculou-se em triplicado o meio em estudo 
(MLSA para coliformes e Cetrimide para pseudomonas) e o meio não seletivo (R2A), 
dividindo o volume de uma lentícula em partes iguais, incubando de acordo com o 
método de análise de água por filtração por membrana. 
 Para o cálculo da recuperação de cada estirpe somou-se o total de colónias 
obtido no meio de cultura não seletivo (Ns) e o total de colónias obtido no meio de cultura 
em estudo (N0) e calculou-se a razão entre as contagens (R = 

 x 100). 
Análise estatística 
 A análise estatística dos dados obtidos foi feita utilizando testes t para a diferença 
entre as médias (H0: μ = 0; H1: μ ≠ 0), calculando-se o nível de significância com o 
software GraphPad Prism 5. As diferenças foram consideradas significativas a *p <0,05 
e ***p <0,0001.   
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Resultados e discussão 
Monitorização da qualidade microbiológica do ar 
 A qualidade do ar no interior do laboratório é mantida através de um sistema de 
ventilação fechado, sendo o ar insuflado filtrado e a circulação de ar do exterior para o 
interior dificultada pela existência da antecâmara. A monitorização semanal da 
qualidade microbiológica do ar do laboratório de microbiologia é realizada em cinco 
pontos de amostragem correspondentes a todas as bancadas das várias salas do 
laboratório, num total de 5 bancadas: uma bancada na sala de meios (B1); três 
bancadas na sala de análises (B2, B3 e B4); e uma bancada na sala de identificação 
(B5). Para esta monitorização foi utilizada a técnica de sedimentação (Fig. 10). 
Figura 10 Técnica de sedimentação 
A análise da qualidade microbiológica do ar deverá ser realizada nas condições 
normais de funcionamento do laboratório, de forma a mimetizar os possíveis patogéneos 
que as amostras poderão adquirir com a sedimentação de partículas biológicas do ar. 
Os resultados obtidos são expressos em CFU/placa, utilizando as mesmas 
especificações que para a análise das bancadas, isto é, deverão obter-se no máximo 5 
CFU’s/placa. Regra geral, os valores obtidos encontram-se dentro de especificação 
(Fig. 11) sendo necessário proceder a uma investigação quando ocorrem sucessivos 
resultados fora de especificação, como por exemplo, investigação do estado dos filtros 
HEPA. 
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Figura 11 Resultados das análises microbiológicas realizadas durante um mês ao ar, a 32 ᵒC 
 Em alternativa à técnica de sedimentação, um método de amostragem passivo, 
seria possível utilizar a técnica de impacto, um método de amostragem ativo, que 
consiste na passagem forçada de um volume de ar definido através de um equipamento 
de colheita de partículas (air sampler) que as concentra num meio de cultura líquido, 
sólido ou uma membrana de nitrocelulose que é depois colocada sobre um meio de 
cultura apropriado, sendo contadas as colónias desenvolvidas após incubação [12]. Os 
dois métodos são válidos com as vantagens e desvantagens inerentes de cada um, 
dependendo a sua utilização principalmente do objetivo do estudo: a probabilidade de 
sedimentação de partículas biológicas; ou o risco associado a partículas presentes no 
ar [12]. Apesar disso, a APHA classifica o método de sedimentação um método D, isto 
é, que já foi considerado standard mas, devido aos avanços tecnológicos, foi substituído 
por métodos melhores, como por exemplo a técnica de impacto com um air sampler 
[39].  
 Em suma, apesar de ser utilizado o método de sedimentação para a análise da 
qualidade microbiológica do ar do laboratório de microbiologia da Colep – VdC com o 
intuito principal de avaliar o risco associado à contaminação de amostras durante o seu 
manuseamento, seria interessante avaliar se se obteriam resultados diferentes com o 
método de impacto, uma vez que é mais sensível que o método de sedimentação. 
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Monitorização da qualidade microbiológica das bancadas 
 A limpeza e desinfeção das bancadas do laboratório de microbiologia é realizada 
com álcool a 70% e papel, sendo a sua qualidade microbiológica monitorizada duas 
vezes por semana para permitir a avaliação da eficácia da limpeza e desinfeção. Esta 
monitorização é realizada, de forma similar à monitorização qualidade do ar, em todas 
as bancadas das várias salas do laboratório (B1 a B5). Para a monitorização das 
bancadas foram utilizadas placas de contacto (Fig. 12) 
 
Figura 12 Aplicação de placa de contacto 
Por norma os resultados obtidos encontram-se dentro de especificação (Fig. 13 
e Fig. 14), sendo o ponto B4 aquele que se tem de ter mais em atenção uma vez que 
corresponde à bancada da câmara de fluxo laminar, onde são realizadas as análises e 
não pode conter nunca crescimento microbiológico, isto é, deverá estar sempre no nível 
excelente. 
 
Figura 13 Resultados das análises microbiológicas realizadas durante um mês às bancadas, a 25 ᵒC 
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Figura 14 Resultados das análises microbiológicas realizadas durante um mês às bancadas, a 32 ᵒC 
 Em alternativa às placas de contacto seria também possível analisar as 
bancadas com zaragatoas embora a utilização de placas de contacto seja mais indicada, 
devido à sua simplicidade e reprodutibilidade [40]. 
 
Neutralização das propriedades antimicrobianas de cosméticos 
Cada matéria-prima, produto ativo e acabado têm uma especificação para 
crescimento microbiológico definida. No produto acabado de um produto cosmético de 
base aquosa em formato de aerossol não é permitido qualquer crescimento 
microbiológico apesar de, caso o produto acabado apresente algum tipo de crescimento, 
por norma, este ao fim de algum tempo deixa de se verificar pois como se trata de 
aerossóis selados sob pressão e sem oxigénio no interior, a maioria das bactérias acaba 
por, ao fim de algum tempo, não ter condições para sobreviver. 
Grande parte dos produtos cosméticos apresentam na sua composição 
preservantes antimicrobianos que inibem o crescimento microbiológico contudo, para a 
análise da presença de crescimento microbiológico nestes produtos é importante 
neutralizar as propriedades antimicrobianas que apresentam, de forma a minimizar a 
possível inibição de crescimento microbiológico pela amostra, isto é, para não obter 
resultados falsos negativos [11]. Para a correta neutralização das propriedades 
antimicrobianas é essencial a composição do diluente neutralizante. O polysorbate 80, 
mais conhecido por tween 80, e a lecitina, presente em meios de cultura, tem 
capacidade para neutralizar a atividade antimicrobiana de preservantes bastante 
utilizados na área da cosmética como os parabenos e fenoxietanol [37]. Para comprovar 
esta propriedade neutralizante nos diluentes utilizados nas várias análises realizadas, 
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incubou-se um produto que se sabia não apresentar crescimento juntamente com um 
determinado volume de uma solução de Enterococcus faecalis e realizou-se o 
procedimento normal de análise. Não se verificaram diferenças significativas entre as 
médias de crescimento microbiano na presença e ausência de produto (Fig. 15), em que 
o padrão corresponde a uma suspensão bacteriana em meio diluente e as amostras à 
mesma suspensão mas na presença de amostras de produtos cosméticos. 
 A ISO 21149:2006 Cosmetics – Microbiology – Enumeration and detection of 
aerobic mesophilic bacteria estabelece que deve ser obtida uma taxa de recuperação 
na presença da amostra de produto cosmético superior a 50% [37]. Nos ensaios 
realizados, para além de não terem sido encontradas diferenças estatisticamente 
significativas entre as contagens obtidas na presença e ausência de amostra de produto 
cosmético, foi obtida uma recuperação média de 80%, pelo que o meio diluente utilizado 
tem capacidade suficiente para neutralizar as propriedades antimicrobianas dos 
produtos estudados. 
 
  
Figura 15 Neutralização das propriedades antimicrobianas de produtos cosméticos. As barras representam a média e 
o erro médio padrão (Teste t para a diferença entre as médias, H0: μ1 = μ2; H1: μ1 ≠ μ2, *p < 0,05; **p < 0,01; n=4). 
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Implementação do método de análise de água por filtração por 
membrana 
 O número máximo de unidades formadoras de colónias por membrana de 50 
mm de diâmetro é 200, o que, num volume de amostra de 100 mL corresponde a 2 
CFU/mL. Os pontos intermédios apresentam contagens de germes totais bastante 
superiores a 2 CFU/mL, pelo que, mesmo analisando apenas 20 mL de amostra, apenas 
seria possível obter contagens no máximo até 10 CFU/mL, o que também não se 
adequa às contagens observadas nos pontos intermédios. Como tal, o método de 
análise de água por filtração por membrana para germes totais apenas foi implementado 
para os pontos de uso. 
Para a implementação deste novo método para a análise da presença de germes 
totais procedeu-se à comparação dos dois métodos (incorporação vs filtração por 
membrana). Simultaneamente foram construídas cartas de duplicados e cartas guias, 
para ambos os métodos, de forma a avaliá-los.  
Realizaram-se 50 análises em paralelo, isto é, cada amostra foi analisada pelo 
método de incorporação e pelo método de filtração por membrana não tendo sido 
detetadas diferenças estatisticamente significativas entre os dois métodos (Fig. 16), pelo 
que os dois métodos apresentam performances semelhantes. 
As cartas guia são uma ferramenta de autocontrolo que permitem avaliar a 
qualidade dos resultados em termos de coerência entre si. Enquanto as cartas de 
Figura 16 Comparação do método análise de água por incorporação com o método de filtração por membrana. As 
barras representam a média e o erro médio padrão (Teste t para a diferença entre as médias, H0: μ1 = μ2; H1: μ1 ≠ μ2, *p 
< 0,05; **p < 0,01; n=50). 
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duplicados permitem avaliar a precisão do método, isto é, a variabilidade entre 
duplicados.  
 
Figura 17 Carta guia construída com base nos resultados obtidos na análise de água com material de referência de 
Enterococcus faecalis pelo método de filtração por membrana. A verde estão indicados os resultados obtidos. 
 Analisando a carta guia do método de filtração por membrana para germes totais 
(Fig. 17) apenas três vezes os resultados excederam os limites de aviso e nunca 
excederam o limite de alarme, tendo-se aproximado duas vez do limite inferior de 
alarme. 
 
Figura 18 Carta de duplicados construída com base nos resultados obtidos na análise de água com material de referência 
de Enterococcus faecalis pelo método de filtração por membrana. A laranja está indicado o critério de precisão, de 0.12, 
e a azul os resultados obtidos. 
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 O critério de precisão apenas foi excedido uma vez (Fig. 18), sendo que seriam 
admitidas até 5 vezes, o correspondente a 10% das análises realizadas. Pelo que o 
método apresenta uma boa precisão. Obteve-se um critério de precisão de 0,12. 
Analisando as cartas guia (Fig. 17) e de duplicados (Fig. 18), construídas com 
base nos resultados obtidos da análise de água pelo método de filtração por membrana 
para germes totais é possível concluir que o método é consistente, pois podem ser 
admitidos até um máximo de 10% dos ensaios fora de parâmetros, isto é, que excedam 
os limites de aviso ou o critério de precisão, o que não se verifica. 
 De forma semelhante ao realizado para o método de filtração por membrana, e 
como já referido anteriormente, foram construídas cartas guia e de duplicados para o 
método de análise de água por incorporação.  
 
Figura 19 Carta guia construída com base nos resultados obtidos na análise de água com material de referência de 
Enterococcus faecalis pelo método de incorporação. A verde estão indicados os resultados obtidos. 
Analisando a carta guia do método de incorporação para germes totais (Fig. 19) 
foram excedidos os limites de aviso três vezes, e nunca excedidos os limites de alarme. 
É igualmente admitido que 10% dos resultados excedam os limites de alarme, não tendo 
sido excedido este limite. 
O critério de precisão apenas foi excedido uma vez (Fig. 20), sendo que seriam 
admitidas até 5 vezes, o correspondente a 10% das análises realizadas. Pelo que o 
método apresenta uma boa precisão. 
Analisando as cartas guia (Fig. 19) e de duplicados (Fig. 20) construídas com 
base nos resultados obtidos da análise de água pelo método de incorporação para 
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germes totais é possível concluir que este método também é consistente, pois podem 
ser admitidos até um máximo de 10% dos ensaios fora de parâmetros, isto é, que 
excedam os limites de aviso ou o critério de precisão, o que não se verifica. Obteve-se 
um critério de precisão de 0,19. 
 
Comparando os dois métodos, incorporação e filtração por membrana, podemos 
concluir que apresentam performances semelhantes tanto ao nível de contagens 
obtidas (Fig. 16), como consistência e precisão (Fig. 17 a 20), sendo por isso válida a 
utilização de ambos para a análise da água purificada de acordo com a farmacopeia 
americana, utilizada para a formulação de produtos cosméticos de base aquosa e 
limpeza de equipamentos de processo, nomeadamente tanques, linhas de enchimento 
e tubagens. Contudo verifica-se uma melhor precisão para o método de filtração por 
membrana pois o critério de precisão é ligeiramente menor para este método. Não 
existem no entanto diferenças estatisticamente significativas entre as amplitudes de 
resultados obtidos nos dois métodos (Fig. 21). 
  Relativamente à sensibilidade dos dois métodos, foi possível observar que 
quando se obtinham resultados nulos pelo método de incorporação era possível obter 
resultados positivos pelo método de filtração por membrana (Fig. 22). Esta observação 
pode ser explicada pelo facto de que pelo método de incorporação apenas é analisado 
1 mL de amostra enquanto pelo método de filtração por membrana são analisados 100 
mL. Os resultados obtidos pelo método de incorporação podem ser lidos diretamente 
contudo, para obter os resultados em CFU/mL no método de filtração por membrana é 
necessário dividir pelo volume analisado, regra geral 100 mL, as unidades formadoras 
de colónias observadas, obtendo-se, por isso, resultados inferiores a um e não nulos. 
Estes resultados positivos obtidos pelo método de filtração por membrana, quando a 
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Figura 20 Carta de duplicados construída com base nos resultados obtidos na análise de água com material de referência 
de Enterococcus faecalis pelo método de incorporação. A laranja está indicado o critério de precisão, de 0.19, e a azul 
os resultados obtidos. 
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mesma amostra é analisada pelo método de incorporação e são obtidos resultados 
nulos comprovam a maior sensibilidade do método de filtração por membrana, pois são 
estatisticamente diferentes entre si (Fig. 23). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22 Resultados obtidos da análise em paralelo de amostras pelo método de incorporação e filtração por membrana. 
Apenas estão apresentados resultados que apresentaram contagens nulas pelo método de incorporação. 
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Figura 21 Comparação da amplitude de resultados obtidos no método análise de água por incorporação e no 
método de filtração por membrana. As barras representam a média e o erro médio padrão (Teste t para a 
diferença entre as médias para amostras emparelhadas, H0: μ1 = μ2; H1: μ1 ≠ μ2, *p < 0,05; **p < 0,01; n=50). 
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Revendo a comparação realizada entre os dois métodos pode concluir-se que 
ambos os métodos apresentam performance e coerência semelhantes para a análise 
da presença de germes totais em água purificada contudo destaca-se a maior precisão 
e sensibilidade do método de filtração por membrana, justificando a sua utilização para 
a análise de água purificada de acordo com a farmacopeia americana, principalmente 
no caso dos pontos de uso em que a carga microbiológica é bastante reduzida. 
Para além da análise do conteúdo em germes totais, a água purificada também 
é analisada para a presença de Pseudomonas aeruginosa e Eschericia coli. A análise 
destas duas estirpes era realizada analisando 1 mL de amostra pelo método de 
incorporação, o que não se adequava com as especificações implementadas 
(ausência/100 mL). De forma a implementar o método de filtração por membrana 
também para a análise de pseudomonas e coliformes foram construídas cartas de 
duplicados e cartas guias, para ambos os métodos, de forma a avaliar a sua 
performance.  
Antes do início da implementação do método de análise de água por filtração por 
membrana para Escherichia coli foi realizado um ensaio de recuperação tendo-se obtido 
uma taxa de recuperação de aproximadamente 72%. 
Analisando a carta guia do método de filtração por membrana para Escherichia 
coli (Fig. 24) é possível observar que os limites definidos, aviso e alarme, nunca foram 
excedidos. De forma análoga, o critério de precisão também nunca foi excedido (Fig. 
Figura 23 Comparação dos resultados nulos obtidos pelo método de incorporação e resultados correspondentes 
obtidos pelo método de filtração por membrana. A barra representa a média e o erro médio padrão; n.d. corresponde 
a não detetado (Teste t para a diferença entre as médias para amostras emparelhadas, H0: μ1 = μ2; H1: μ1 ≠ μ2, *p < 
0,05; n=10). 
n.d. 
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25). Com base nesta análise, é possível concluir que o método é consistente, pois 
podem ser admitidos até um máximo de 10% dos ensaios fora de parâmetros, isto é, 
que excedam os limites de aviso ou o critério de precisão, o que não se verifica. Obteve-
se um critério de precisão de 0,52. 
 
Figura 24 Carta guia construída com base nos resultados obtidos na análise de água com material de referência de 
Escherichia coli pelo método de filtração por membrana. A verde estão indicados os resultados obtidos. 
 
 
Figura 25 Carta de duplicados construída com base nos resultados obtidos na análise de água com material de referência 
de Escherichia coli pelo método de filtração por membrana. A laranja está indicado o critério de precisão, de 0.52, e a 
azul os resultados obtidos. 
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Antes do início da implementação do método de análise de água por filtração por 
membrana para Pseudomonas aeruginosa foi realizado um ensaio de recuperação 
tendo-se obtido uma taxa de recuperação de aproximadamente 92%. 
Analisando a carta guia do método de filtração por membrana para 
Pseudomonas aeruginosa (Fig. 26) é possível observar que foram excedidos os limites 
de aviso duas vezes, e nunca excedidos os limites de alarme. É admitido que 10% dos 
resultados excedam os limites de aviso, não tendo sido excedido este limite. 
Relativamente ao critério de precisão, este nunca foi excedido (Fig. 27). Com base nesta 
análise, é possível concluir que o método é consistente, pois podem ser admitidos até 
um máximo de 10% dos ensaios fora de parâmetros, isto é, que excedam os limites de 
aviso ou o critério de precisão, o que não se verifica. Obteve-se um critério de precisão 
de 0,37. 
 
Figura 26 Carta guia construída com base nos resultados obtidos na análise de água com material de referência de 
Pseudomonas aeruginosa pelo método de filtração por membrana. A verde estão indicados os resultados obtidos. 
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Figura 27 Carta de duplicados construída com base nos resultados obtidos na análise de água com material de referência 
de Pseudomonas aeruginosa pelo método de filtração por membrana. A laranja está indicado o critério de precisão, de 
0.37, e a azul os resultados obtidos. 
Analisando os resultados obtidos considera-se válida a implementação realizada 
do método de análise de água por filtração por membrana para análise de germes totais 
em água dos pontos de uso, e de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli para 
água dos pontos de uso e intermédios. 
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Monitorização de limpezas de equipamentos de processo 
A par da validação de um processo de limpeza, a sua monitorização a cada 
realização é bastante importante, pois confere maior confiança ao processo, de que há 
risco reduzido de contaminação do produto ou risco reduzido para o consumidor [6], 
uma vez que ao detetar potenciais riscos, permite a atuação no sentido de remover ou 
diminuir esse risco, antes do enchimento [30]. 
Atualmente, na Colep Portugal, a monitorização dos processos de limpeza de 
equipamentos de processo (tanques e linhas de produção) envolvidos na produção e 
enchimento de produtos de cosmética de base aquosa é realizada no final de cada 
limpeza recolhendo amostras da última água de limpeza, realizando zaragatoas e 
inspecionando visualmente o equipamento. É analisado o aspeto, cor, odor e 
microbiologia da água de limpeza (a água deve ser límpida, inodora e sem partículas), 
realizadas zaragatoas (tradicionais ou de ATP) (Fig. 28) e avaliado o estado geral de 
limpeza do equipamento (inspeção visual). No caso dos tanques de formulação e stock 
são realizadas zaragatoas às paredes dos tanques e na tubagem de saída, enquanto 
nas linhas de enchimento são realizadas zaragatoas aos vários bicos de enchimento 
que cada máquina apresenta. 
Por norma é o microbiologista que realiza esta verificação e recolhe as amostras, 
contudo, por vezes, a produção trabalha por turnos impossibilitando a realização da 
monitorização das limpezas por parte do microbiologista. Na sua ausência, nas linhas 
de enchimento, este procedimento é realizado pelo supervisor de linha contudo, na 
formulação, na ausência do microbiologista não é realizada esta verificação. Como tal, 
outro objetivo do estágio apresentado neste relatório foi dar formação aos formuladores 
para que realizem a amostragem das águas de limpeza e zaragatoas para posterior 
análise pelo microbiologista (Anexo 1). No seguimento desta formação, um dos folhetos 
distribuídos mensalmente na empresa foi dedicado ao tema “Limpeza, sanitização e 
A C 
B 
Figura 28 Amostras recolhidas na monitorização de limpezas: (A) água de limpeza; (B) zaragatoas de ATP; (C) 
zaragatoas tradicionais. 
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contaminação” (Anexo 2), de forma a sensibilizar todos os operadores para a 
importância da realização correta das limpezas e sanitizações e do impacto que a 
contaminação de um produto pode ter. 
Apenas é possível saber o resultado das análises microbiológicas ao fim de 
algum tempo, impedindo a espera pelo resultado antes de começar a produção. As 
zaragatoas de ATP vieram colmatar parte desta falha mas não permitem a quantificação 
e caracterização dos microrganismos presentes na superfície analisada. Como tal é 
importante manter esta monitorização de limpeza não só para se poder quantificar e 
caracterizar a flora microbiana existente assim como rastrear todo o processo e permitir 
que, em caso de contaminação, a origem da contaminação seja mais facilmente 
detetada. Existem já no mercado testes de ATP para águas, para além de superfícies, 
contudo, devido à ausência de histórico com crescimento significativo em águas de 
limpeza não são até à data utilizados. 
 Para além da inspeção visual do equipamento, recolha e análise das águas de 
limpeza e realização de zaragatoas, é testado o crescimento microbiológico no produto 
ativo, no final da formulação, e no produto acabado, no arranque do enchimento e de 
cada turno.  
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Validação microbiológica do procedimento de limpeza da linha 
de gel de barbear 
Realizou-se uma validação retrospetiva da capacidade de sanitização do 
sistema CIP da linha de gel de barbear, isto é, baseando-se nos resultados obtidos de 
monitorização de cada ciclo de limpeza, assegurar que a sanitização é conseguida de 
forma consistente nos vários ciclos [7]. Deste modo, analisando os resultados obtidos 
na análise microbiológica das águas de limpeza e zaragatoas recolhidas nos ciclos de 
lavagem realizados (Fig. 29 e Fig. 30) é possível verificar que os resultados nunca se 
encontram fora de especificação pelo que se pode afirmar que o sistema CIP em estudo 
é bastante eficaz na sua tarefa de sanitização. 
  
  
 Figura 29 Resultados da análise microbiológica da água de limpeza recolhida nas limpezas 
realizadas na linha de gel de barbear. A azul estão indicados os resultados e a laranja a 
especificação. 
Figura 30 Resultados das zaragatoas realizadas no final dos ciclos de limpeza da linha de gel 
de barbear. A azul estão indicados os resultados e a laranja a especificação. 
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Propostas de melhoria da limpeza da linha de gel de barbear 
Esta primeira etapa de aproximação ao sistema CIP permitiu aprofundar o 
conhecimento no sistema CIP implementado na linha de gel de barbear, perceber o seu 
funcionamento, falhas e algumas oportunidades de melhoria. A presença dos 
operadores nestas monitorizações permitiu também perceber o seu ponto de vista 
relativamente ao sistema de limpeza e alterações que poderiam ser efetuadas. 
No capítulo da introdução foram já apresentadas algumas propostas de melhoria 
com base na avaliação realizada do sistema em estudo. Serão agora apresentados os 
estudos efetuados com vista a automatizar a alternância entre fases do ciclo e fim do 
ciclo.  
Como já referido anteriormente, de forma análoga à deteção de ATP em 
superfícies existem testes rápidos para a análise do conteúdo orgânico de águas. Foram 
realizados alguns ensaios para perceber se estes testes tinham capacidade de detetar 
resíduos de produtos cosméticos, nomeadamente gel de barbear, o principal produto 
cheio na linha em estudo. Recolheram-se amostras em várias etapas do ciclo de limpeza 
e classificaram-se de acordo com a sua aparência (Tabela 6 e Fig. 31). Estas águas 
foram depois analisadas para o seu conteúdo microbiológico e realizados os testes 
rápidos para deteção de ATP. Em termos visuais, é desejável que a última água de 
limpeza apresente características das categorias A e B. 
Tabela 6 Classificação das águas recolhidas do sistema CIP durante a limpeza. 
Categoria Descrição 
A Água límpida e sem odor 
B Água límpida com ligeiro odor 
C Água com pouco produto e translúcida 
D Água com algum produto e translúcida 
E Água com algum produto e pouco translúcida 
F Água com produto e opaca. 
 
 Foram realizados poucos ensaios uma vez que o número de testes rápidos 
disponíveis era reduzido contudo estes testes rápidos aparentam não detetar a 
presença de resíduos de produtos cosméticos, pois apesar de a sua composição 
apresentar alguns componentes orgânicos como ácidos gordos, não apresentam 
conteúdo biológico sob a forma de ATP, para poder ser detetado por estes testes. 
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Analisando os resultados obtidos (Fig. 32) é possível concluir que estes testes 
rápidos não detetam a presença de produto na água pois nas três amostras 
classificadas como límpidas e inodoras, os resultados obtidos em RLU, pelos testes 
rápidos, relacionam-se proporcionalmente com a carga microbiológica da água 
(CFU/mL). A amostra classificada como F e, como tal, com bastante produto dissolvido, 
apresentou baixa carga microbiológica e baixo sinal de luminescência. Conclui-se, 
assim, que não existe relação entre a presença de produto cosmético dissolvido na água 
de limpeza e o sinal de luminescência obtido pelo teste rápido de ATP. Esta metodologia 
não é, portanto, uma boa alternativa à análise subjetiva de aspeto, cor e odor da água 
de limpeza da linha de gel de barbear. 
A B C 
D E F 
Figura 31 Classificação das águas recolhidas do sistema CIP durante a limpeza. 
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Figura 32 Análise comparativa da deteção de resíduos de gel de barbear por testes rápidos. 
Dada a existência de medidores de pH e condutividade na empresa e a rápida 
obtenção de resultados destas grandezas optou-se por uma nova abordagem com o 
objetivo de perceber se seria possível definir intervalos de pH e/ou condutividade que 
correspondessem ao fim dos ciclos de limpeza. Seria assim possível ter mais uma 
ferramenta de avaliação do final da limpeza, para além da análise subjetiva de aspeto, 
cor e odor da água de limpeza da linha de gel de barbear. Este estudo foi realizado 
tendo em conta o pior cenário, isto é, os produtos cuja limpeza é mais difícil e demorada. 
Começou por se avaliar o pH e condutividade de géis de barbear, da água 
utilizada para a limpeza do sistema CIP e da última água de limpeza. Verificaram-se 
diferenças estatisticamente significativas entre os valores de pH da água utilizada na 
limpeza do sistema CIP e dos géis de barbear (Fig. 33) assim como entre os valores de 
condutividade da água utilizada na limpeza e géis de barbear (Fig. 34). Observaram-se 
também diferenças estatisticamente significativas entre os valores de pH (Fig. 33) e 
condutividade (Fig. 34) de géis de barbear e a última água de limpeza. Não se 
observaram diferenças entre os valores de pH (Fig. 33) e condutividade (Fig. 34) da 
água utilizada na limpeza e da última água de limpeza. 
Tendo em conta os resultados obtidos, e de forma semelhante ao realizado para 
o estudo de deteção de ATP, foram recolhidas amostras nas várias etapas do ciclo de 
limpeza da linha de gel de barbear, classificadas em categorias (Tabela 6) e analisados 
os valores de pH (Fig. 35) e condutividade (Fig 37). Foram também recolhidas amostras 
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durante um ciclo CIP, para avaliar a variação dos valores de pH (Fig. 36) e condutividade 
(Fig. 38) ao longo de um ciclo de limpeza. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34 Comparação da condutividade da água utilizada na limpeza do sistema CIP, de géis de barbear e da última 
água de limpeza. As barras representam a média e o erro médio padrão (Teste t para a diferença entre as médias, H0: 
μ1 = μ2; H1: μ1 ≠ μ2, ***p < 0,0001; n=3). 
Figura 33 Comparação do pH da água utilizada na limpeza do sistema CIP, de géis de barbear e da última água de 
limpeza. As barras representam a média e o erro médio padrão (Teste t para a diferença entre as médias, H0: μ1 = μ2; 
H1: μ1 ≠ μ2, ***p < 0,0001; n=3). 
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Apesar de se verificarem diferenças entre algumas categorias, apenas se 
observam diferenças estatisticamente significativas nos valores de pH entre a categoria 
F e as categorias A, D e E (Fig. 35). Observa-se também pouca variabilidade nos valores 
de pH ao longo do ciclo de limpeza (Fig. 36), pelo que o pH não será uma boa opção 
para a definição de valores que determinem o fim de cada etapa do ciclo e o ciclo 
completo de limpeza. 
 
  
Figura 36 Variação dos valores de pH ao longo de um ciclo de limpeza CIP. A etapa de CIP externo foi realizada entre 
as amostras nº 3 e nº 4. 
Figura 35 Análise comparativa dos valores de pH nas diferentes categorias. As barras representam a média e o erro 
médio padrão (Teste t para a diferença entre as médias, H0: μ1 = μ2; H1: μ1 ≠ μ2, *p <0,05; n = 3). 
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Observaram-se diferenças estatisticamente significativas dos valores de 
condutividade entre a categoria F e as restantes, e entre as categorias D e E (Fig. 37). 
Contudo, verifica-se pouca variabilidade nos valores de condutividade ao longo do ciclo 
de limpeza (Fig. 38), pelo que a condutividade também não será uma boa opção para a 
Figura 38 Variação dos valores de condutividade ao longo de um ciclo de limpeza CIP. A etapa de CIP externo foi realizada 
entre as amostras nº 3 e nº 4. 
Figura 37 Análise comparativa dos valores de pH nas diferentes categorias. As barras representam a média e o 
erro médio padrão (Teste t para a diferença entre as médias, H0: μ1 = μ2; H1: μ1 ≠ μ2, *p <0,05, **p <0,01, ***p 
<0,0001; n = 3). 
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definição de valores que determinem o fim de cada etapa do ciclo e o ciclo completo de 
limpeza. 
Em suma, com base nos resultados obtidos da análise de valores de pH e 
condutividade das águas recolhidas durante o ciclo de limpeza CIP, é difícil estabelecer 
intervalos de pH e/ou condutividade em que cada etapa do ciclo deve ocorrer.  
Para além de sensores de pH e condutividade, os sensores de turbidez são 
também bastante utilizados nas indústrias que possuem sistemas CIP uma vez que 
apresentam resultados de qualidade consistente, redução de energia e água limpa 
consumidas, conferindo maior proteção para o ambiente [41]. Os sensores de turbidez 
permitem que, em função do valor de turbidez medido, a água de limpeza seja 
direcionada para tanques para ser reutilizada ou ser direcionada para o esgoto [42], 
permitem também, em função do valor medido, a alternância entre etapas do ciclo. A 
separação de fases exata e reprodutível pode gerar enormes poupanças nos sistemas 
de limpeza CIP [42]. As principais vantagens do acoplamento de sensores no 
equipamento de limpeza são: 
• Menor consumo de água [42]; 
• Maior eficiência [42]; 
• Maior disponibilidade do processo [42]; 
• Menores custos do processo [42]; 
• Menores custos com tratamento de resíduos [42]. 
Na Colep está definido que as últimas águas de limpeza devem pertencer, em 
termos visuais, às categorias A ou B, descritas na tabela 6, isto é, serem límpidas e, 
consoante o tipo de limpeza, inodoras. A par desta definição, a Organização Mundial de 
Saúde aconselha que a água de consumo apresente uma turbidez igual ou inferior a 5 
NTU [43]. 
Com base no acima descrito, acerca do aspeto visual das últimas águas de 
limpeza, foram recolhidas amostras nas várias etapas do ciclo de limpeza da linha de 
gel de barbear, classificadas em categorias (Tabela 6) e analisados os valores de 
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turbidez (Fig. 39). Foram também recolhidas amostras durante três ciclos CIP, para 
avaliar a variação dos valores de turbidez ao longo de um ciclo de limpeza (Fig 40 – 42). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analisando os resultados obtidos, verificam-se diferenças estatisticamente 
significativas entre quase todas as categorias, de destacar que entre as categorias A e 
B não se observam diferenças (Fig. 39), o que se esperava dada a diferença entre estas 
duas categorias residir apenas na presença ou ausência de odor. A categoria F apenas 
difere das duas primeiras (A e B) (Fig. 39). As categorias C, D e E diferem das categorias 
A e B (Fig. 39), verificando-se também diferenças entre as categorias E e C (Fig. 39). 
Com base nos resultados obtidos, foi construída uma tabela com máximos e 
mínimos de cada categoria (Tabela 7), de forma a ajudar na interpretação dos resultados 
obtidos da variação de turbidez ao longo dos ciclos de limpeza. 
Tabela 7 Máximos e mínimos de turbidez, por categoria 
 
 
 
 
 
 
 
 
Categoria Turbidez máxima Turbidez mínima 
A 2,05 0,38 
B 5,4 0,45 
C 10,9 5,94 
D 40,5 11,55 
E 114 21,5 
F 1391 59,5 
Figura 39 Análise comparativa dos valores de turbidez nas diferentes categorias. As barras representam a média e 
o erro médio padrão (Teste t para a diferença entre as médias, H0: μ1 = μ2; H1: μ1 ≠ μ2, *p <0,05, **p <0,01, ***p 
<0,0001). 
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De acordo com o esperado, apenas as categorias A e B se inserem nos critérios 
da OMS para a turbidez de uma água de consumo (≤ 5NTU) (Tabela 7), a água que é 
utilizada para a limpeza da linha de gel de barbear. 
 
Figura 41 Variação dos valores de turbidez ao longo de um ciclo de limpeza CIP. A etapa de CIP externo foi realizada 
entre as amostras nº 2 e nº 3. 
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Figura 40 Variação dos valores de turbidez ao longo de um ciclo de limpeza CIP. A etapa de CIP externo foi realizada 
entre as amostras nº 2 e nº 3. 
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Figura 42 Variação dos valores de turbidez ao longo de um ciclo de limpeza CIP. A etapa de CIP externo foi realizada 
entre as amostras nº 3 e nº 4. 
Analisando os resultados obtidos da análise de turbidez ao longo de três ciclos 
de limpeza (Fig. 40 – 42) é possível verificar que em todos foi gasta água 
desnecessariamente pois os valores de turbidez já se encontravam abaixo de 5 NTU, 
pelo menos desde a penúltima amostra. A par do gasto excessivo de água, a limpeza 
foi mais morosa do que o necessário, pois esteve mais tempo a circular água. Verifica-
se também que, por vezes, após a etapa de CIP externo a turbidez da água de limpeza 
volta a aumentar (Fig. 40). Seria uma hipótese avaliar se começando o ciclo de limpeza 
pela etapa de CIP externo se verificavam reduções no tempo despendido na limpeza 
(sugestão de melhoria nº 2). 
Como demonstrado acima, nos resultados da análise de turbidez de três ciclos 
de limpeza, a monitorização da turbidez da água de limpeza (sugestão de melhoria nº 
3) permitiria uma poupança direta da água limpa consumida, assim como do tempo 
despendido na limpeza. A água consumida em excesso e incluída na categoria C 
poderia ser também armazenada em tanques em vez de ser direcionada para o esgoto, 
de forma a ser utilizada no início de um ciclo de limpeza seguinte; conseguia assim 
poupar-se alguma água. A utilização do turbidímetro pode passar pela aquisição de um 
turbidímetro portátil e recolha de amostras ao longo do tempo para avaliação do nível 
de turbidez ou pela aquisição e instalação de um turbidímetro no sistema CIP, que 
estivesse ligado à consola central, de forma a permitir a alternância entre etapas do ciclo 
de limpeza e o retorno de água apta para reutilização no início do próximo ciclo de 
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limpeza. A instalação de um turbidímetro acoplado ao sistema CIP é mais vantajoso por 
não necessitar de um operador dedicado, disponibilizando-o para outras tarefas. 
Mantendo a ordem atual das etapas (CIP interno, CIP externo, CIP interno), seria 
aconselhável, com base nos resultados obtidos, apenas mudar para a etapa de CIP 
externo quando o nível de turbidez for inferior a 20 NTU, sendo que a partir dos 10 NTU 
a água pode ser aproveitada para o ciclo de limpeza seguinte (sugestão de melhoria nº 
4). Atingindo-se valores de turbidez iguais ou inferiores a 5 NTU poderá dar-se como 
terminada a limpeza e recolher as amostras para a análise microbiológica. Caso os 
resultados das zaragatoas não permitam o início da produção, deverá ser circulada mais 
água para garantir a sanitização do sistema. 
 Foi também avaliada a variação da viscosidade do gel de barbear com a 
temperatura. Este estudo foi realizado para os géis de barbear que apresentam maiores 
dificuldades na limpeza. Como é possível observar pelos resultados obtidos, com o 
aumento da temperatura a viscosidade do gel tende a aumentar (Fig. 43), o que 
provavelmente dificulta a sua remoção das tubagens e tanques, uma vez que o ciclo de 
limpeza CIP implementado decorre a uma temperatura aproximadamente constante 
entre 80 e 85 ᵒC. Sugere-se assim que os primeiros enxaguamentos sejam realizados 
com água à temperatura ambiente, sendo no entanto necessário validar esta hipótese 
(sugestão de melhoria nº 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43 Variação da viscosidade do gel de barbear com a temperatura. As barras representam a média e o 
erro médio padrão (Teste t para a diferença entre as médias, H0: μ1 = μ2; H1: μ1 ≠ μ2, ***p <0,0001). 
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Melhorias para o futuro 
 Em suma, com base nos resultados obtidos são sugeridas as seguintes ações 
de melhoria: 
1. Começar o ciclo de limpeza com uma pré-lavagem com pequenas quantidades 
de água. Apesar da água residual ficar com mais produto consome-se menor quantidade 
de água. 
2. Verificar se há diminuição do tempo de limpeza com o início do ciclo com a etapa 
de CIP externo. 
3. Monitorizar os valores de turbidez da água de limpeza, quer através da 
amostragem ao longo do ciclo e medição de turbidez ou instalação de um turbidímetro 
no sistema, ligado à consola central, para que o sistema de limpeza fique 
completamente autónomo, seria apenas necessário verificar a qualidade microbiológica 
da última água de limpeza e o estado de limpeza dos bicos de enchimento. Consegue-
se, com esta monitorização, diminuir a quantidade de água limpa consumida, o tempo 
despendido na limpeza e, no caso da instalação do turbidímetro no sistema, libertar o 
operador atualmente responsável pela limpeza para outras tarefas. Mantendo a 
sequência atual, poderia alterar-se para a etapa de CIP externo quando a turbidez da 
água de limpeza fosse inferior a 20 NTU e dar como terminada a limpeza quando a 
turbidez fosse inferior a 5 NTU. 
4. Capturar a última água de limpeza (mais limpa) e reutilizá-la numa pré-lavagem 
ou outras aplicações na fábrica, desde que apresente uma turbidez inferior a 10 NTU. 
5. Iniciar o ciclo de limpeza com uma pré-lavagem com água à temperatura 
ambiente, de forma a remover mais facilmente o gel de barbear. 
As propostas apresentadas neste capítulo resultaram do trabalho de avaliação 
do sistema CIP em estudo e dos resultados obtidos. Carecem, no entanto, de validação 
após implementação. 
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Outros projetos 
Para além das atividades desenvolvidas no âmbito do estágio curricular já 
descritas, o estagiário co-coordenou o projeto “Melhoria das tarefas do controlo de 
qualidade”, projeto este que teve em vista a revisão dos procedimentos de amostragem 
e controlo da qualidade existentes, a sua alteração para ir de encontro aos requisitos 
dos clientes mais exigentes, a redefinição dos conceitos de defeito, defeito crítico, 
defeito maior e defeito menor e, futuramente, a implementação de ferramentas de 
software que facilitem o trabalho dos operadores e diminuam o tempo despendido em 
tarefas que não apresentam valor acrescentado. Ao abrigo deste projeto foi também 
idealizada e dada uma formação com o objetivo de sensibilizar todos os operadores 
para o impacto negativo de uma reclamação de cliente e/ou consumidor, quer a nível de 
insatisfação do mesmo quer a nível económico. 
A gestão de não conformidades foi outra das atividades desenvolvidas durante 
parte do estágio. Foram tratadas não conformidades internas (com origem durante o 
processo) e externas (com origem no fornecedor, independentemente do local de 
deteção) com reclamação ao fornecedor e acompanhado o tratamento de reclamações 
de clientes. 
A atualização de procedimentos e mapas de registo foram também tarefas 
executadas ao longo do estágio. 
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Conclusões 
A monitorização da qualidade microbiológica do ar e bancadas do laboratório de 
microbiologia é uma tarefa bastante importante pois garante que o ambiente apresenta 
as condições adequadas à realização das análises de produtos e matérias-primas com 
risco mínimo de contaminação cruzada das amostras. Em alternativa aos métodos 
utilizados, sedimentação para o ar e contacto para as bancadas, poderiam ser utilizados 
outros, técnica de impacto para o ar e zaragatoas para as bancadas. Seria interessante 
comparar os métodos de sedimentação com a técnica de impacto devido à diferente 
sensibilidade dos dois métodos. As placas de contacto apresentam-se, atualmente, 
como uma alternativa mais representativa da realidade, quando comparadas com as 
zaragatoas. 
A neutralização das propriedades antimicrobianas presentes nos produtos 
cosméticos de base aquosa é também uma etapa importante no controlo microbiológico 
destes produtos, pois garante que não são obtidos resultados falsos negativos. Nos 
ensaios realizados foi possível comprovar a eficácia do meio diluente na neutralização 
das propriedades antimicrobianas presentes em produtos cosméticos de base aquosa. 
A implementação do método de filtração por membrana foi bem conseguida e 
permitirá passar a realizar de forma mais correta a análise da presença de Escherichia 
coli e Pseudomonas aeruginosa assim como a deteção de mais baixos níveis de carga 
microbiológica. 
A monitorização das limpezas aos equipamentos de processo é uma etapa 
bastante importante do processo produtivo pois oferece maior confiança de que o 
equipamento está em condições de se iniciar a produção. Esta monitorização permitiu 
a validação retrospetiva da eficácia do sistema de limpeza da linha de gel de barbear ao 
nível da diminuição para níveis aceitáveis da carga microbiana. 
Foram realizadas diversas abordagens com o objetivo final de propor melhorias 
ao sistema de limpeza CIP atualmente em funcionamento na linha de gel de barbear, 
tendo sido conseguidos os melhores resultados com a análise de turbidez e viscosidade. 
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Anexos 
Anexo 1: 
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